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Priority date(s) claimed ' 24 August 2000 (24.08.00) 
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by the International Bureau 

List of designated Offices 
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LXJ time limits for entry into the national phase 
confirmation of precautionary designations 
requirements regarding priority documents 
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RM PCT/IB/301 



Biational application Na 
PCT/J POO/05683 



INFORMATION ON TIME LIMITS FOR ENTERING THE NATIONAL PHASE 

M ,.J''*.^PP''"nt is reminded that the "national phase" must be entered before each of the designated Offices indicated in the 
trSTbl^a^ """^^'^"'^ uansiations. « reSd^r 

The time limit for performing these procedural acts is 20 MONTHS from the priority date or, for those designated States 
nrtt^ : f "" "'"i 'I'T preliminary examination or in Tlater election 30 MOim^ffrSm th^^ 

I ZTrtx nH- "T"^^ 1*^!! " """"^^ expiration of 1 9 months from the priority date. So3esig^ated (or 

elected) Offu:es have fixed time limits which expire even later than 20 or 30 months from the priority date In otLr Offices an 
extension of time or grace period, in some cases upon payment of an additional fee, is available 

certaTn Office H '^l'^H^^'^T* ""^V "ave to comply with other special requirements applicable in 

time% fashTon M^^L^'^^n^^nT^T*''*? '° necessary steps to enter the national phase are taken in a 

phlse. designated Offices do not issue reminders to applicants in connection with the entry into the national 

MtiZ'*'^^!!^^?T^'\" about the proc«dural acts to be performed to enter the national phase before each designated 
Office, the applicable time limits and possible extensions of time or grace periods, and any other requirements see tte relevant 
Chapters of Volume II of the PCT Applicant's Guide. Information about the requirements for filing a demand for' ir^matiS 
preliminary examination is set out in Chapter IX of Volume I of ««e PCT Applicant's Guide. international 

h.. «i»«^!J^ ES became bound by PCT Chapter II on 7 September 1996 and 6 September 1997. respectively, and may therefore 
be elected m a demand or a later election filed on or after 7 September 1996 and 6 September 1997, respe^ively regard^ss of' 
the filing date of the international application. (See second paragraph above.) respectively, regardless of 

th« rinV^tTHL^^M "PP!'"*."* ^''o « resident of a PCT Contracting State which is bound by Chapter II has 

the right to file a demand for international preliminary examination. wnapier 

CONFIRMATION OF PRECAUTIONARY DESIGNATIONS 

This notification lists only specific designations made under Rule 4.9(a) in the request. It is important to check that these 

Sure'4ir^TaSatf^^^^^^^ h '^'^'^j^^'T.''" "'^^^ precautiona^ designations hav^befn made und" 

h-fM" ti« -I^* applicant IS hereby reminded that any precautionary designations nay be confirmed according to Rule 4 9(c) 
h!?h» I^^it?'^'^!^" °^ l^.T""*^^ ^""r ^•'^ date. If it is not confirmed, it will automatically be regarded as w thdrawn 

Joecl^n'^? hrd«I^rtrH''l'*r'* '"v'«tion. Confirmation of a designation consists of the filing of a notfce 

specifying the designated Stete concerned (with an indication of the kind of protection or treatment desired) and the oavment 
of the designation and confirmation fees. Confirmation must reach the receiving Office within thfl 5 month tf^^ 



REQUIREMENTS REGARDING PRIORITY DOCUMENTS 

For applicants who have not yet complied with the requirements regarding priority documents, the following is recalled. 

of fhr'«iH^*''1''"°"^T °^ «a^"«^."a«onal, regional or international application is claimed, the applicant must subniit a copy 
of the sa d earlier application, certified by the authority with which it was filed ("the priority document") to the reoeMna Offil 
ri'lflH; Bureau) or directly to the International Bureau, before the ^xp ration omronthrfrom 

nterTt oLfn?;?'^'^'''*''/^^* ^"^ ^""^ "''""^^ document may still be submitted to the International Bureau before That dateT 
intemational publication of the international application, in which case that document will be considered to have been received 
by the International Bureau on the last day of the ie-month time limit (Rule 17.1(a)). received 

dnrM™*r^*'* ^"fl'^ document is issued by the receiving Office, the applicant may, instead of submitting the priority 

must brr^'Jdrhtf!.r !k^'*''''"^.°"^ u "/r"'* transmit the priority document to the Intemational Bureau, luch request 

Cf a fee (Ru1?i7.i?b)). "'^''^ ^^-month time limit and may be subjected by the receiving Office to the payment 

to DrSoir/inrfl«^c^T.h"* submitted to the International Bureau or if the request to the receiving Office 

trmeEnd^ttf H^ H P"«'"ty 5°«'"'"e"t has not been made (and the corresponding fee. if any, paid) within the applicable 
dSZed Qffi^^^^ preceding paragraphs, any designated State may disregard the priority claim, provided that no 

docur^ent w?tEn aT^^^^^ *k • ""^""^ "t'"" ''°"'=«r"«'^. "^^^^^ ^PP'icant an opportunity to furnish the priority 

aocument within a time limit which is reasonable under the circumstances. 

limit'^^he^nrn'^a dat^^ th^^^ ^'''^^r' 'I^-^ ^''l'''^ "^"'^ considered for the purposes of computing the IB-month time 
umii IS the tiling date of the earliest application whose priority is claimed. 
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2. -^^^ '»"-'"^<^esignated O^ces have waived the re.uire.ent for such a communication at this time^ 

REMINDER REGARDING CHAPTER II (Article 31(2)(a) and Rule 54 2) 

It .s the applicant's sole responsibility to monitor the IS-month time limit 

at^^^ffle°a'^de^^a^^5';^f ?rn°aifon^^^^^^^^^^^ Contracting State which is hound hy Chapter .1 has the 

REMINDER REGARDING ENTRY INTO THE NATIONAL PHASE (Article 22 or 39(1)) 
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Homo sapiens cDNA clone IMAGE: 1750871 3' similar to 
contains PTR5. b2 TARl repetitive element ;, mRNA sequence." 
February 13, 1999. 
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& EP, 943685, A2 & JP, 11-318452. A 

EP, 845529. A2 (TAKEDA CHEMICAL INDUSTRIES, LTD. ) 

3.6>^.1998 (03.06.98) 

& JP, 10-127289. A & US. 6048711. A 

DONOHUE, Patrick J. et al. , "A human gene encodes a putative 
G protein-coupled receptor highly expressed in the central 
nervous system", 

Molecular Brain Research, February, 1998, Volume 54, 
Number 1, pages 152-160 

MARAZZITI, Daniela et al. , "Cloning of GRP37, a Gene Located 
on Chromosome 7 Encoding a Putative G-Protein-Coupled 
Peptide Receptor, from a Human Frontal Brain EST Library", 
Genomics, October 1, 1997, Volume 45, Number 1, pages 68-77 

0' DOWD, Brian F. et al. , "Cloning and chromosomal mapping 
of four putative novel human G-protein-coupled receptor 
genes". 

Gene, March 10, 1997, Volume 187, Number 1, pages 75-81 
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NARY EXAMINATION REPORT 



Jemational application No. 
f PCT/JPOO/05683 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 

the international application as originally filed 

I I the description: 

pages » ^ originally filed 

pages ' ^'^^ demand 

pages , filed with the letter of 

I I the claims: 

pages » ^ originally filed 

pages , as amended (together with any statement under Article 19 

pages ' filed with the demand 

pages , filed with the letter of 

I I the drawings: 

pages » originally filed 

pages » filed with the demand 
pages , filed with the letter of 

I I the sequence listing part of the description: 

pages ^ » ^ originally filed 

pages ^ , filed with the demand 

pages , filed with the letter of 

2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furpished to this Authority in the following language ■ which is: 

I I the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 
I I the language of publication of the international application (under Rule '48.3(b)). 

I I the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminar>' examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

I I contained in the international application in written form. 

^ filed together with the international application in computer readable form. 

I I furnished subsequently to this Authority in written form. 

I I furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

I I The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 

been furnished. 

I I The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig . 



□ This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 

and 70.17). 

Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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Jtemational application No. 
i PCT/JPOO/05683 



f 



in. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

I I the entire international application. 



claims Nos. 12.13 

because: 



□ the said international application, or the said claims Nos. . — ; ; 
relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 



the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 12,13 

are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 

See supplemental sheet for continuation of Box III. 1. 



the claims, or said claims Nos. 12J3 are so inadequately supported 

by the description that no meaningful opinion could be formed. 



^ no international search report has been established for said claims Nos. 12J3_ 



2. A meaningful international preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide and/or amino acid 
sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions: 

I I the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 

I I the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 
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INTERNATIONAL PREL^ y\RY EXAMINATION REPORT 

Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 
Continuation of: III. 1 . 

The description, page 53, bottom, concerning the 
"compound or salt thereof" of Claims 12 and 13, begins 
"specifically, ..."; however, this simply describes general 
aspects which could naturally be predicted from use of a 
G-protein-coupled receptor in screening, and does not 
indicate any corresponding specific compound. Similarly, 
the description states in relation to test compounds in 
screening that, "substances such as peptides, proteins, 
non-peptide compounds, synthetic compounds, fermentation 
products, cell extracts, plant extracts and animal tissue 
extracts, for example, can be used" (page 52, top), which 
does not state anything specific (this is clear from the 
mention of both "peptides" and "non-peptide compounds"). 
Moreover, seeking to protect the "compound or salt 
thereof" in Claim 12, the description continues the 
aforementioned description with the meaningless phrase 
"these compounds can also be novel compounds". 

The nature of the "compound or salt thereof" of the 
invention described in Claim 12, and the "compound or 
salt thereof" used in the invention described in Claim 13 
is thus very unclear; therefore, no opinion can be given 
on the inventions described in Claims 12 and 13. 



International application No. 
E| ^|JP 00/05683 



Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 
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INTERNATIONAL PR 
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INARY EXAMINATION REPORT 



I International application No. 
^ ^T/JP 00/05683 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (I A) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-11, 14 



1-11, 14 



1-11, 14 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 
Document 1 : 



Document 2 



Document 3 : 



Document 4 



Document 5 : 



DE, 19805351, Al (BASF AG), 12 August 1999 
(12.08.99) 

EP, 845529, A2 (Takeda Chemical Industries, 
Ltd.), 3 June 1998 (03.06.98) 
Patrick J. Donohue et al., "A human gene 
encodes a putative G protein-coupled receptor 
highly expressed in the central nervous 
system", Molecular Brain Research, February, 
1998, Vol. 54, No. 1, pp. 152-160 
Daniela Marazziti et al., "Cloning of GRP37, 
a gene located on chromosome 7 encoding a 
putative G-protein-coupled receptor, from a 
human frontal brain EST library. Genomics, 1 
October 1997, Vol. 45, No. 1, pp. 68-77 
Brian F. O'Dowd et al., "Cloning and 
chromosomal mapping of four putative novel 
human G-protein-coupled receptor genes". 
Gene, 10 March 1997, Vol. 187, No. 1, pp. 
75-81 



Claims 1-11 and 14 

The inventions described in Claims 1-11 and 14 are 
novel and involve an inventive step relative to Documents 
1-5, cited in the international search report. 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (Januar>' 1994) 



I Intel 

INARY EXAMINATION REPORT 



I International application No. 

INTERNATIONAL PRSflj^INARY EXAMINATION REPORT ^^.r^ /jp 00/05683 



Documents 1-5 disclose G-protein-coupled receptor 
proteins or DNA coding the same; however, the G-protein- 
coupled receptor protein and DNA coding the same in the 
present international application differ from those 
disclosed in Documents 1-5 and show low homology with the 
sequences disclosed in Documents 1-5, and hence are not 
obvious to a person skilled in the art. 



It should be noted that DNA comprising the sequence 
of GenBank Accession No, AI083852 (13 February 1999) 
satisfies the conditions for DNA described in Claim 14. 
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titemational application No. 

PCT/JPOO/05683 



VI. Certain documents cited 



1. Certain published documents (Rule 70.10) 



Application No. 
Patent No. 



WO,00/22I31,A2 
[E,X] 



Publication date 
(day/month/year) 



Filing date 
(day/month/year) 



Priority date (valid claim) 
(day/month/year) 



20 April 2000 (20.04.2000) 13 October 1999 (13.10.1999) 13 October 1998 (13.10.1998) 



2. Non-written disclosures (Rule 70.9) 

Date of written disclosure 

Kind of non-written disclosure Date of non-written disclosure referring to non-written disclosure 

( day/ month/year) (day/month/year) 
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= (57) Abstract: A human brainH)rigin protein (a G protein-coupled receptor protein) or its salt; a DNA encoding this protein; a 
HZ method of determining a ligand to this protein; a method/kit for screening a compound (for example, an agonist, an antagonist) 
^= capable of altering the binding properties of the ligand to the protein; a compound obtained by the screening or its salt, etc. The 
^= human brain-origin protein as described above or the DNA encoding the same can be used in preventives and/or remedies for diseases 
^— in association with the dysfunction of the protein. 

5 (57) 

M St) *;fett^<o*g, 8^® 3 - Ki-S D N A, ^Sce®tc^t-5 

if ffi 5 d <J: :6S t* ^ S ^ 



OS 



o 
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AZ. BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), 3 — n 
(AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR. IE, IT, 
LU, MC, NL, PT, SE), OAPl *tS^ (BF, BJ, CP, CG. CI. 
CM, GA, GN. GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 
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^^tSL-Tli-Sguanine nucleotide-binding protein {\^T. GMSKcirBSIi^t" 

^^BMmn^^\.^\t^mmmQmf^E\z^^mm<D^}ii;m(D^mmfmm 
<Dmmi)mt5if^nx\,^^o mz. nmmMmm-mp^(Dm^tmmz^^i.. 

^^'^^^znj^.-t^v±zr9-mBn^m\.'c^<D±w3m<Dmm^n'DX\^^ 



wo 01/16179 
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2 

B^o^mm ^mmL. ttub^mm umm^x^m. ^i±^zt t^j^'Z^wx $>-:>rzo 
^^>yA izm^-f^m^-^m^ izntjit:>tix^ o. c: © ^ ^ tc lt# ^ 

10 c DNA©fK^H-62^J*^xpressed Sequence Tag (EST) tl^X^—^^—X 

WiBn. ^(ou^^zf^V'^ti\-t^ni^<Dmzn'T^vm: ^msk (gss 

25 *5cI:tXU;y>H^m^eK (GgaM*^S^l^-t:y^5^-®eK) 



wo 01/16179 
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3 

(2) ±15 (1) um.(om^n<D^^^-:r^^^r:i\t.^a)iM.. 

10 (3) ±ie (1) IEic<D^SK^li-H-rSDNA^^WT'5DNA, 

(4) iB^j#^: 2-(!^-^n^m.mmM^mt^±m o) is^oddna. 

(5) ±12 (3) fS«t(DDNA^^WT-2>M^A^i^^— , 

(6) ±iB (5) um(Dm.^^-<'^ ^-i:mnmm^ntzmm.mWkW: 

(7) ±15 (6) BBfc©0K^m#:>|r^^L, ±fS ( 1 ) IB«®MeM^^^ • 

(8) ±tB (1) IHmoMaKt>b<«±|B (2) B5i!c(^g|5^-^-/5^H^fcfS 

"^(Dmzn-r^tfiW. 

(9) ±12 (1) l2«OMe«feb<fi±I2 (2) IEmc7)g|5^^:r5^F^^}^ 
^O^^fflV^^:ii^!t#iii:-r^±l2 (1) IB^©geit*fcf«(Dm{C*fT 

20 ^')-»>\^<r>^^-:)5ms 

(10) ±IS (1) l2^(DgeMfcb<fi±l2 (2) l2«!cOg|5^-^y^F^fc 
J»(7)i^$:ffiVi^C<i:$#i^ch-r^U;^/>Kt±t2 (1) l2mcDMaK^/tH 

(1 1) ±12 (1) t2«©SaKt)L<«±gB (2) IB«(3D|IP^'^:/5^K*fe 
25 «^©m^^WTS;ii:^#mtr^U;?f>Kc!b±f2 (1) l2«OgeS*fe 

(1 2) ±12 (1 0) s2«cOXi7U-->y:3^^^fc«±i2 (1 1) |2«c<?DX 
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(1 3) ±13 (1 0) sdm<Dx^^j-->^:^m^rzit±§d. (id tm<Dx 

(14) ±12 (3) IBi^(^)DNA<i:A-rx h 'J >>^x> hfcC^^TTA-f :/iJ 

10 (15) gaW:«>^, ®gB^J#^: 1 T^tj^n^TS y ^BS^J^JO 1 ^;^«2 
<@£^± (^(f^L'<fi. l-SOiSgjg, i:0$fSL<«l~9<@igS. 
if^L<H^M (l^fcfS2i@) ) (DT^/mfJ^X^LTzT^ymm^^l. (DSH 
^J#^: lT^*3^n^T^y^gS^J{Cl ^fc«2i®i^± (|ff^L<(i, 1 - 
3 0i@gm, J;D$?SU<«1~1 OMM, $^Cfi^^b<}i|^fB (iS^c 

T$yg^ie^Jtf©l^fc«2®J!^± ($?^L<tt, l~3 0jB^£g, cfcO^f* 
L<«l~10MeS. $^{C$?^L<«|^M (l^fc«2M) ) ©T^y^ 

^y^g2^js^^-rssa^-c^s±gH (d mmo^mmm^rzit^om. 
20 (1 6) ±iE (1) mm<Dm&mh\.<it^(Dm^rzi:Si±td, (2) lamcDgg^j^- 
H L < «^©^<h, isi^^b^i^i: $^M$i±-s d t ^nwLtr^±m 

(10) iBmcD u > }^<D^^:^m. 

^;i^iS7^>, iroh->, pc^h->, --^-p^y^l^Y^ 
25 rt-l-K. :^U>. A*y:/l/>y>'>, PACAP. ir^ l/5^>, 

^;i.:^7zf>. ti)Viyh->. TKuyy>.-zLU>, yvhXiS^5^>, ghrh. 

CRF. ACTH, GRP. PTH. VIP O^VT^^^Zf >7^Xt^w 
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5 

^^V>. TSU>, •fyi^^->. CGRP iti )V>^ h:=.>i^'->V U-t- 

(chemokine) (M^it. IL-8. GROa, GRO^> GROr> NAP- 
5 2, ENA-78, PF4. IP10» GCP-2, MCP-1> HC14, 
MCP-3. 1 -3 0 9. MlPla, MIP-li3, RANTEStS:^:) , 
x>H-lrU>, x>7^D:^fX hU>, fcX^J^^v, Xa.-n5=->>'>, TRH> 

10 (18) (i) ±tB (1) tBife<DgeMt>L<«^<D*g^;t«±f5 (2) s&m 

le (1) mm<DmBmhv<it^<om.^rz\t±tE (2) tafc^gg^^-^y^^Hfe 

7^d:-5 i:i:S:#iS[«i:-r'5±i2 (11) IB^cCDXi^ 'J -:^>^:;^^, 
15 (19) (i) ^^bfeU:^/>HS:±tS (1) IH«(7)SeKfeL< «-=e<^J^* 

;^«±i2 ( 2 ) mm(D^^^z^^ H L. < it^cDmiz^m-^^rcm-tt. a o 
^^bfcU:^f>H(7)±iB (1) mm<DmBmhv<{t^(Dm^rzit±%^ (2) 

(2 0) (i) mmLrz^j-^^y\^^±m (i) iBfctT^MeK^^^^-r-sjaflflafc 
m&^'^rcm'^t. no mmi'rz^j:^>\^:i5^uumt^^^±u (d ib 



wo 01/16179 WM 

6 

(2 1) (i) ^ill.^cU;?/>K^±fB (1) lE^^geS^^^trs^fla© 

^®^{c^M$-frfc«^<i:. (ii) mmvrco^>\^i5^z^umt^<^^±B 
Lrz^jii>\^ (Dmmm^mm^ \znr ^ m-tm ^m^ l . it^r ^zt 

(2 2) (i) ^mLy^cU;^f>H2r±l2 (6) i2aoj^K^m^$j#«-r-5 C 

^tiz^-oxmmnmim'f^(Dmmmiz^mvrzmBmzmm^-\trzm't\z^if 
ii^-r^u;^f>H<i:±SB (1) mm(Dmmm^rzit^(D^t<D^^it:^m\:^ 
(23) ( i ) ±iE ( 1 ) vdm(Dmmm^rz\t^<D^^ismtr^it-^m^± 

12 (1) lemoga^^^Wt- SiaBfl&{c^j4l!$-l3:yS:il^t, (ii) ±15 (l) 

^^(^mBm^^^r^mmzmm-^itTzm^iz^i^^b. m&m^ifvrzmm 

(2 4) ±sB (1) IB^<^gaM^fc«^©m^?5&{bt-^ft^i|^^±fB (6) 

mm(Dmmmmi^^mmr^ :itiz^-o 'cmmmm.mi^ommmiz^m. Lrzm 
Bmizmm-^itfzm^t. ±32 (d mmommm^ftit^cD^^mmtr^ 
<t^<&^^uumt^m^±^ (6) mi$i(Dmwmmi^^mmr^z.tizj:'o 
'^^^^^^i^ommmizmmLrzm&nizmm^itrzm^iz^if^. mm^ 

( 1 ) ^^^<^MBn^rzit^<Dmt(Dm^i^^mt^^^it^!^^rz\t^<Dm 
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7 

(2 5) ±S2 (1) mmoymBn^mmt-r^it^mtK T>^^^>i^>. 

vhv>, PACAP, -fe^l/^>, ^^;i/;^7=f>, :^7;i/5/h->, TFl//^ 
5 v:r'J>. V-7 h7.iS^5^>, GHRH, CRF, ACTH. GRP. PTH. 
VIP 0'<VTC7^^'f ^y^7.T-^'r)V T>K VU^^y\^ 
•/^F) , V7h7.i5'5^>. H-/t^>. ^5^U>> T$U>, :/^>?^->, 
CORP (:^;U>'h->v— >U I/— 5^^' :y K^y^F) , D-rzihUX>. 

10 Fl^:J-U>. a*5j;UC/3-'ir^::^j-r > (chemokine) mfOit. IL-8,GR 
Oa. GRO/3, GROTv NAP-2. ENA-78. PF4. IPIO, 
GCP-2, MCP-1. HC14. MCP-3. 1 -3 0 9, M I P 1 a, 
MI P- 1)3, RANTES^^Cif) , x>F-feU>, X>^D;?fXhU>, k 
Xi5^a>, X3.-D7^>>'>, TRH, A'>i7U'T5^^ ^yi^^U^y^S^-r F^ 

15 :^ctt;«f^x>TfeS±fB (2 3) ^;/S:{i±IS (2 4) Um.<n>7.^^}-z:.>^-)5 

(2 6) ±s2 (18) ~ (2 5) i5«CDX^'J-X>>^:^?iT#^tl^^, U 

:y>Fch±tB (1) mm.ommm^rzit^<D^t(D'^'^^^^it'^it^it^m 

20 (2 7) ±is (18) ~ (2 5) mmm<D7.^^j-->if:^m-vn^no^. 
^)is>\^t±u (1) sm<Dmmm^rzit't<Dm.t(Dm'^it^mt-^'^^0it 

(2 8) ±tB (1) mm<DmBm.^^^-r^mm'S:^m-r^z.t^ii^wit'r^ 

±iS (1 1) I3^<DX^'J-X>j^ffl^«/ h, 

25 (2 9) ±iB (1) ^m<DmBn^^m-r^mm<Dmm^^^m'r^:it^w 

m<i:T§±fH (1 1) Um(D7.^^)'-=L>';fm^yh. 
(3 0) ±IE (6) IE«CDJ^Mfe^#:^%«-r^;i^{CJ;oTs^J^Mfem#:co 
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8 

(3 1) ±15 (2 8) - (3 0) um(Dx^o-->^m^y h^m^^Tn^^ 

(3 2) ±sB (2 8) - (3 0) l3ilc(DX^ U >>rffl^.y h ^ffl(.iT#^ 

(3 3) ±15 (8) tmomi^h. ±15 (1) mm<Dmmmhv<it±m (2) 

l5«^0^5i'-^7^^ K ^fc^^OJ^t :iii^i^mtt^±B ( 1 ) 
i5«©SaKfeL<ti±|5 (2) B^m(D^^-<-/^\^^tz\t^(Dm(Dmmm. 

(3 4) ±15 (8) IBmoiit^t, M^^*5J:tX^^{fc$nfc±f5 ( 1) t5« 
OSaS'bb<«±SB (2) S5«(Dg|5^^y^F^;^-fi^cD:^i,^^^g^{3^ 

mmmzm^Lrcmmif^nrz±m (d i5ac!)gaKt>L<{i±s5 

mm^<D±id, (1) ISm©geMfeL<tt±|5 (2) IBm©S5^-s^5^K^)5: 

(3 5) s^^i:fi^±{c^mkLfc±fB (8) tmcDmi^^^i^mmit^ti 



^xiBaaj (Acoo) , ^^zs^m^i^mm^rL^T^ymm^i^^T 
MSEJU (ACOO) . ^^z^^m^<E>m^^n^T^ymm^i^^.r mi 
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9 

m^. u->iit.m^. u—>2\t'L-m.^s u->3it^^mt:. u->4it 
5 ±m^^ u->5\tmm^. u—>6\tmm^. u->7itwm^. u->8 

m 5 itmmm 3 -etf t^n^c acoo <Dmmm^^<Dmmm^^7^-ro 
10 mM(Dmm^ir^rztb(Dm^<DMm 

15 mt^m^t^^^) o 

%m<^ m^i^. -^^yh, ^':7x. ^-^i-^. y^. t^y^xs -^v-, 

(D$>^^^mm mxit, ^mm. nmmm. ^^jrmm. mme 

20 m. mi^mm. mm^mm. mmmm. mmm. mmmm. ft^mm m. -7 

tff^^mm. ^mm. mm) . ^mm. mmmm. ^nmm. nmm. n^mm. 

mmm^v<itii>mmuE) -PMnmo^mm m^it. mel, mi. ct 

25 LL-2, HT-2, WEHI-3, HL-60, JOSK-1. K5 6 2, 
ML-1, MOLT-3, MOLT-4, MOLT-10, CCRF-CEM, 
TALL-1. Jurkat, CCRT-HSB-2. KE-37, SKW- 
3, HUT-78. HUT-102, H9. U9 3 7, THP-1, HEL, 



wo 01/16179 0 0 PCr/JPOO/05683 

10 

JK-1. CMK. KO-8 12, MEG-0 1;Jj:a , ^rcit^tHbO^m^ 

mmn. mm. mm. nmTU. mmTm. ±m^m. mm. ^m. mmm. 
mmm. mmm. m^m. mm. mm . mm. Tm^. w. mm. w 
m. ^m. ±mm. ^^m. m(D^. mw. ^m. mm. m. c^j, 
±m. /hM) , jfii^. ^L^m. mm. m-m. mTm. ^mik. ^m^m. m^Lm. 
m^. mm. n&ai, mm. ^^mt^a cmz. m^m(D^^ 

^^ntmmmizmn<Dm^^^r^mmmysiiii!}m^i.iK 
mi'fmr.ii^^mw>bn^o Mmmzmn^it. ^nib<Dmiti:)mmmzmnx 
(ommmm m. mo. 5-2^) :in^©^'i4 

^fz. :^^B^(DmmntLxit. ommm^: ixmio^n^y^ymmn 
^ ymm^i. Q)mmm^: 1 xmt):^ti^T^ymmmz 1 ^^it2m&s± m 
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11 

l"e^t3^n^7^y^g2^'J4'© 1 ^/iJi2MJK^± (^!fSL'<fl> 1-3 OM 

10 ^*^'®^:^;i/7}^^->;U* (-COOH) ^rzittl)\^:^^zyU—h(-COO-) 
C^^J^^TSH (-CONH2) ^rc\tJlX^)V (-COOR) T 

Z:3:TX7.7=-;HC:j3tt^R<i:UT(i» MXit. X5^;i/. n-"/ne 

(DT^jmmm±.(Dm.^m m7L\-s.. -oh, -sh. r^ym. -i^y^/ 



10 
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12 

m (^TKtt (Hydrophilic) SBfi:) T*'5<i:^*ff$n^cgB^i'^^ty/^^7'^ KTfe 
So ^TKtt (Hydrophobic) SBffi^— SP{C^tr^y^h*;bl^1^{Cffll.iSz: 



15 



20 
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13 

^:ft. :^mm<Dm^^':f^\^itcmi^f}m^ij)i^^i^)vm c-cooh) 
^•ftii^tDi-^^^i^u-h (-COO-) "ea&§7&^\ Mt2L;t2^^Hj(DgaK<7) 
ir(h<, c*»?T5H (-C0NH2) ^rz},tji7.^)u (-C00R) 

*^Bj<^Mas^ n - Ht- s D N A ^^mt^mmmmw^^mt^ z t. 

25 SSiiT-SiltfeT^So 
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14 

15 ±uvrcumTs./m(Dm^\zmLxit. mmn^^izmm-v^^^mm^i. 

5 K^i:LTti, DCC, N. N* ->--r V^n tf;U;^>i|/Jl^v< ^ N-X^jU-N' - (3- 

ttlt{c:«^ii5fl:tti$!l^.ira:^j HOBt. mom iih^\z^m.7^ /m^ 

20 a^^Hi {c ^Jtof ^i)^^rz.\%. *rf9^^li7K#j ^ «HOB t X X ^ ; U ^ -5 V i {^HOOB t 
xX7^;i.i:bTS^75^DJ6^mT^y^©?gmb<&fir7:i:o>cm{C^lli{l^Jp-r 

^m.T^ym.(Dmmt'^mmh<Dt^'^\zm^-^^n^^mthx\t. sai^ss 



wo 01/16179 PCT/JPOO/05683 

15 

^iytl)V-^-^Jl. Cl-Z, Br-Z, T3^T>5^;^:^:^F'>;^^;^4^-;^, hU:7;i/::rn 
Yil'^JV. y^U-()V. ^^)V^)V. 2-- hD:7ac-;i/X;i/:7a:Ii;U, v'TZoi 

15 :^j;i//l?4^'>;i/S«. ^JA}*^ 7)V^)VJL7.^Mt (mpiit. x5^;p. 

20 -^DD'<>>?;pxx5^;k 'OXt Hu;i/xx^;i'^fc) . :7i:^>';^xx■5^ 
t: H ^ Kff:> h U t F ^ Hftnc tic J; o X^mt^ Z. Lt^X^^o 
zt.i)^X^^, c©xx-x;Wb{C3g-r^StUT«. T-fe^;U»7^£ 
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2. 3. 6-h'J^^;i'^>if>X;i/.-j^-Jk DNP. ^>>^;Upr*'>^5^;k Bum, Boc, 

2. 4. 5-h>j^nD:7x/-;w. 2. 4-^- ho:7 3iy-;K iyy y >^^)iy)vn 

— ;k n^— hP^'jc/— JU. HONB, N-t Ko=^'>X^->^ K, N-tHP4^'> 

y^)v-(B,\^. HOBt) i:(Dxx^;u3 7^j:<if;&^*fflVi^n^o mm(DT^ym(Dm 
a(Dmm(D^^TX(D7Kmm.m^x(DmMM7t^. ^tz. ^.Ti^y^^ityi^^m. ^ 

Txy~;k y^ny-ji. ^^y-y-_;i,^ p^^^:? W-^-;!^, 

H, 1. 4-yiS^>>?5^^-;i/, 1. 2-Xi$^>>?^:^-«-;i.;^{:i:(Z)j; 

mmtVXm^^^n^2, 4->'X h O >'i-;PS(i5^:t:7a:y-JP^2lS{Cj;DI^ 



wo 01/16179 PCT/JP<NI/0S683 

17 

wMmmm^mmvrziWi. ±m:ijmizj^^-r^x(D^mm^m^v. mm(Dm. 
mam^m^^ii^^x^^o :i(D^mmm. itmi^(D^m^^m^m l xm 

stct^oT, $>^^^it:^^m(Dmmm^mmfji^^^i^^-'t£xmm-r^z.t\z 
^^xm7^r^z.t^^x^^. ^-^^i^oy-^s^mtLxit. m^it. m^^^ 
t^n^0isLi^<Di^-fniz^^xhBk\^^o Ttjit>%. :^mm(DmBm'S:m^v 

x^^o 'Am(D^'t:^m^^mm(Dm.mtvxit. m^iit. uT(DO-(Biztd. 

(Dm. Bodanszky :feckZ^ E a. Ondetti, ^T'^^H i^^ir^^X (Peptide 
Synthesis). Interscience Publishers. New York (1966^) 
25 (DSchroeder43cktRuebke. 1f '^y^ F (The Peptide). Academic Press. New 
York (1965^) 

<s>^§f^m :^^zsm^.^^. ^it^mm.mm i. ^mmoitmy, 205,(1977 
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m^«fc 0 total RNA^;t}imRNAiii5^'^PISb^'b(7)$fflViTmmeverse 
15 Transcriptase Polymerase Chain Reaction (J[y.T> RT-P C R^iiBSIS^-r'S) 
13 J: o TJiifit- ^ c <h So 

BS^J#^ : 2 -e^t)$nsmSSB^J5rWTSDNAi;W7. h U >'>*x> h 

■r s D N AT^c 



wo 01/16179 ^HP PCT/JPO0/a5683 
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^it. "EU^zL^—'-^n—ZLy^ (Molecular Cloning) 2nd (J. Sambrooket 
ai.. Cold Spring Harbor Lab. Press. 1989) lzmm(D:fjmUii\Z^'DXntSi 

5 i^JL>hU^mz^i£-DXmji-OZ.t^iX'^^o 

mM, L < 1 9 ~ 2 0 mMT, M.mtm5 0 7 OX:. 0^V<itm 

6 0-6 5x:(D^^^^-ro mz. ■:^ho^Amm^mi 9mMXUmm^6 

:^^mizw^it. ^^m<Dm&nm^^(Dmmxit^m^m^r^:iii<Dx 

awjie^®RNAi:A-f yu^^-rx-r^citTj/^^T^, KRNAc^^^X«^ 
mKi^m^iffi^xGm:Bm^'^mmimn&Bi^<D^m^mm • mmr^zta)^ 

GSeK#SMMaMI9SRNA©ig*^$n:^cSa^J{c:=fSMWJ^cj: u 

25 zT) ^^u^^]^. isasGWBmm^mWi^mmMR'^Ati^mmizMy^) 
a<Dmmx\tmm\zmmx^^o 



wo 01/16179 PCT/JPOO/05683 
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^F> mmmy.\t.im.t-^-^^\^ (MBm iKDmi: r^f^-r^j ^ 

10 ^i^'b^r^tLTil^L^S. 

Fc!:©M^«, rT>^-fe>Xj T^^iV^o diiT&^'-e^^. T>5^-fe>X • 

u >x« tr u 5 >^ >mS(D N - u n s> K T * ^ ^ y CO u 

mRNA. 1*MRNA» $e){c:DNA : RNAA-Yr^U »;/ HTab-5C<i:3&^*T 



wo 01/16179 
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-t^^m. mitiko^mfn^) ^^wt-s^©. yjv^Mtm^^ 

:^^m(D7>^±>xmm\^. rna. dna, $>^i^\,tmm'^nrzmmx' 
'tLxhLmm^$>^ui=,7>^±-^7.mm<Dmi^^j:i:)/i^^u%<D{z-r^o 

^oVxmmitmm^mx^^K^^nx^r). mXit J. Kawakami et al.. 
Pharm Tech Japan. Vol. 8. pp.247. 1992: Vol. 8. pp.395. 1992; S. T. Crooke 
et al. ed.. Antisense Research and Applications, CRC Press. 1993 ;a:<i:{c: 



wo 01/16179 PCT/JPOO/05683 

22 

7^U;^^:7D^3}^;^^-^. T&^^^tf^n^o 

T— t:. RNa s e 7^c£(D5^ ^ l/T— if tcJ;§5i'j!PP^Iliil:-r^/l560%(D*^'^ 

15 mm<D^mm^m\>i<bn^f}^. ^tnzvsi^-^rL^%(DX'\,tm^o 

w^<Dm&^^m^. $>^^^itw:mm(D^i^\^'^^^^(Dmm^^m^^xm^ 
^zt^^x^^o mmm^n^i^'j^m<D^m(D:^mxmmizmmx^^o 

25 HutHbrci^fla • M^ctOmRNAiii^i'^^Mb^feO^fflViTaigReverse 
Transcriptase Polymerase Chain Reaction iKTf. RT-F CRi^tV^WT^) 

\z^^xmmr^zthx^^o 
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SH^j#^: 2xmt>^n^mm^m^mr^DNAt/\^7.hoy~yjL>h 

-t(Dmmi^^mT^m.mwi^i^^^-r^DNA^^i!)im^^ibn^. 

^^^&m^i^mr^^0s.DNA:/^^-7-:&m^^xpcRmzj:'oTmmr 
^r^itmmfj:-<^^-izm^&/orzDNA^:^^m<Dm&m(D-u$>^ 

t(D/\^-:r U if- V 3 > {' J: o TilSUT^ C i ^ § „ /\< y U if 
-V3>0;^^^1, ^U:^^:x^-./7D-->^ (Molecular Cloning) 

2nd (J. Sambrooket al. . Cold Spring Harbor Lab. Press. 1989) tZlB^© 

m^. Bn(Dmm^mmizum<D:^miz'i}i^xmj:oztMx^^. 

DNA(Dmmmm(D^mit. PCR-^^j^m<D:ir^yh. M^it. Mutan«-super 
Express Km (^^it iW) ) . Mutan™-K (^Mjg (;») ) ^^fflV^T, ODA-LA 
?am. Cupped duplex Kunkel ^lp<Z)g#:^^(^^^^j5Vifj;jg.;j^^{32p 

iJ'o->fb$ti;^c^aK$3-K-r^DNAfi@6<j{-j:o^c;!)^^. ^fzit 

■e^s. MDNAK^os- mmuzmmmi^n\^>thx<DATG^mv. 
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*^3' *««iJ{C«liiR*l±ii H><i:bT(7)TAA, TGA^fc^TAG^W 
UTViTt)J:Vi. ;ine.(75ISiRP?l$&3 K>^iaiR*llk3 H>«, m^f^'^fj^D 

5 ■r-5DNA;&^e.SW«h-r^DNA8lf)t^^0mU. (o) MDNAKifit^ii^ 

^^^iJ'-iibTti. K m. PBR 3 2 2, pBR3 

2 5, pUC 1 2, pUC 1 3) , te^MS5fe<^:7'7X^ H (^J. pUB 1 1 
10 0, pTP5, pC19 4). H (.M. pSH19, pSH 

15) . ?iy7—i^Uii(^^^^^^}^yT—i^. Uhnry>()vx, u^zy=.7 

)V7., n^=LU^^ )V7.t^E<DWi^'0^ )V7.t^E(Dm.. pAl-ll> p 
XTl, pRc/CMV, pRc/RSV, d cDl^ Al /\<i e of^Uffim^ 

)t-\>xMmt^-fu^-'^—x^n\t\^^i3^ti.^^(Dx^^^^^o mxu. Wi^m^ 

^^^tVXm^^^m%\t.. SRayn^:— 37— , SV4 0^n^:— H 
I V-LTR:^0^:— ^J'— V CUV^U^—'^—. HS V-TKyo^:— 37— 75: 

20 ;ine)0^-^. CMVl/n^- 3^— , SRa^n^:— 3^- 7^J:<i:SrfflVi?>©*« 
$f^UV>o Ig^Ji^'XvxU trp^D^r-^^-, la 

cyo^:-^'— > recAT'o^— APl^P^— ^— . Ipp^P^: 

po2yp^:-3'-. p e nP-/p^-3'-;^cj:<i:\ m^fimnx^^m^\-t. 

25 PHOSyp^:-^'-, PGKyP^-3^-. GAPyPt-^S'-. ADHT" 
^—3^-, P 1 oyP^-^'-T'cCifT&W^L.Vi, 



wo 01/16179 PCT/JP00/DS683 

25 

i^^i-)V. mU-^—ts-. S V4 0^g^:^-U>'> (OT. 

S V4 0 o r i iiV^mt^m'^i)^^^) ti,E^^miyX\^^^^(D^m\^^ZLt: 

h f T tmm-r^m'^-t)^^^) c^^vM/^-t-h cmtx) mm . 

5 y>tfvU>iiHtjie^ (OT, Amp '«i:lll§l5;-r'5«-&;<>^'^^) , 
v>W145te^ (OT, Ne o ^tlii§$5;T'5Jg^;{>^feS, G4 1 81H4) 
^tfe>tlSo mz. CHO (dh f r") aflS^rfflViTd h f rjfie^^m 

^m\zniSaT^o ^^^^Xi/xU tTMHT^-S^^^. PhoA • iyCf-)-)vmm. 

^tt. MFo • zy^i-)vmn. SUC2 • >'if-r)vmmt^E. m^ftmrntsim 

15 'V^^M%\Z\t. ^ >iy:3.^)> ' a — f >i$'— :7xP> • 

X vx U t TMil(DA^0!I t LT«, Xv-x U bT • U (Escherichia col i) 
Kl 2 • DHl i':^U=^-i^>^X ' -f:/ ' ^ ' i-'^B^)]^ ' Tts'r^- • 
y '^^JL>i^-(X'^y • OL-ji7.Ji- (Proc. Natl. Acad. Sci. US 
A) . 6 0#. 160 (1 96 8)3, JM103 i^^^ V^yCf • Tv-^/X • 
25 U-y-— 5^, (Nucleic Acids Research) , 9#, 309(1981)], JA2 
2 1 Cv-\'— • :t37'- ^1^:^:1^— . n^^uV— (Journal of Molecular 
Biology) 3,12 0#, 5 1 7 ( 1 9 7 8)3 , HB 1 0 1 CS^-^— • • 
^1^4^:1^- • n<::ro>f~, 41#, 4 5 9 (1 9 6 9)3, C6 0 0 Cvx 
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^-"r^iv^T. (Genetics) . 39 #, 440(1954)3 ts.Ef)m\^^ ^fl^o 
n^)\^7.mMthX\t. m^\t. n^)V7. '■^^}VX (Bacillus subtilis) 
M I 1 1 4 i-J—>, 2 Am, 255(1983)K 207-21 i^;>^r—^ 
;i/ • • A-r^y^X h U— (Journal of Biochemistry) . 9 5#, 8 7(1 
5 9 8 4)] fd:i'j&^ffllie>n'5. 

^SihLTtt, -^vtiU^^^T. -fel^EvX (Saccharomyces 

cerevisiae) AH2 2, AH2 2R-. NA8 7-11A, DKD-5D, 2 
OB-12. iyV'&vtlu-^^-^zLT. i^y^ (Schizosaccharomyces pombe) N 
CYC19 13, NCYC2 0 3 6. tf^^FT A'X h U X (Pichia pastoris) 

^^Wi\Ml!^ (Spodoptera frugiperda cell ; S f^flg) . Trichoplusia ni 
(D^m&^(DMG iMf^. Trichoplusia niOlipfi^^OHigh Five'^^^lia, 
Mamestrafarassicae*5feOiaflS^;/^HEstigmena ^CTe^i^^<DmW^Ef)'^m\i^^ 
15 ns. ^r'r;UX;&«BmNPVO^^{i, m&^Witmm (BombyxmoriN; Bm 

N^ss) uatm^^^n^o ms f SHssiiUTu, mpL\t. sf^m^ (atcc 

CRL1711) , S f 2 im (J^±, Vaughn. J. L • r>V ^J^* (In Vivo) . 13. 

213-217. (1977)) t^Etim^^ibtl^c 

20 — (Nature) , 3 1 5#. 5 9 2 (1 9 8 5)) « 

»j#im<i:LT(i, ^j^Ji, ■y-;i/i9BSCOS- 7. Vero. ^^-r-r^-X/NA 
X:$^-iBBSCHO (OT> CHO^Jia<i:lll§l2) , d h f r 'it&^iKm^^^ :^ 

'-x/\Ax^—mmcHo (OT> cHo (dh f r") mmtm^) , -^o 

XLm^, T'>XAtT-2 0. TryT.S^inn-'Tmm, ^yhGHS. th 

25 FLmmuE^mi^^^ti^o 

— (Proc. Natl. Acad. Sci. USA) . 6 9#. 2 1 1 0 (1 9 7 2)-^v?— > 
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(Gene) , 1 7#. 1 0 7 (1 9 8 2)UaizUmo:^mzVt':>Tm^'D :i ti!)^ 
v'x^^;!/- i/x^T^-f (Molecular & General Genet ics) , 1 6 8#, 

1 1 1 (1 9 7 9)ua\zmm<D:^mzw-Dxnu^zii^^x-^^. 

5 mn^J^n^W^T^iZit.m^it.^yVX'^ >-x>if'fqEn>f— (Methods 
inEnzymology) . 1 9 4#, 182-187 (1991). ynv— >?>^X • 

XXX— (Proc. Natl. Acad. Sci. USA) , 7 5#. 1 9 2 9 (1 9 7 8) 

ua\ztm(D:^miz^iit'Dxnr£Z)^t^^x^^. 
10 mAmm^rM^A^mntSimT^iz\t.. m?Lit. n-at/'r^ /uv- 

(Bio/Technology) .6. 47-55(1988)) 7^^lZl5ttCO:;5-^tCtJ£oTfT;^^ d <i:7&5 

rfuVu-)^. 263-267 (199 5) (^iStt^ff) , '^fw'nai^- 
15 (Virology). 5 2#. 4 5 6 (1 9 7 3)tClE«0:3^^{c:tJ£oTfi^3^j:^ CliiT^^ 

Lxit. m^it. y'^7.hu>. '^rn^mm^ z^amtj:^. mm 

^•:fh>. ti-^-o. ^x^x. nv-(iyBm^m.uE(D^m^ti\% 

fi{Sii®^:^«C iif ^^JD LT feet Vio ^m(D p mtm 5 ~ 8 b (.i. 
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^/^Sr^trM9iSifi C^^- (Miller) , i^^—TJl^-^zf-Ji^X^^J^^ 
>y ' ^> ' "EU^^a.^— ' i^jL^'^'r^ yifX (Journal of Experiments in 
Molecular Genetics) . 43 1 -4 3 3, Cold Spring Harbor Laboratory, New 
York 1 9 7 2] /J^W^bl^o ZZiZ'£^mz^K)-:^n^-^-^^m^<mi^^-& 

m^^^j^i^:^. u fcTM®©^^, mmtmm^ 15-43 x:-r:m 3 ~ 2 41^ 

m^^v^^jixmrncDm-^. mmum'Mm a 0 ~ 4 0 x:Tm 6-24 mmn 
10 rjiiK '2^mzj:K>mM^m.^^mpL^zth-^^^„ 

Tlx— (Burkholder) CBostian. K. L ^Zfuiy—^jy^X- 

^XX— (Proc. Natl. Acad. Sci. USA) . 7 7#, 4 5 0 5(1 9 8 0)] 
15 ^0. 5%;<7if5yB6Sr^WrsSD^fl!j CBitter, G. A. r:/o->-s;> 
^X- -If • 3 T:<75^S—- ::r:/•t^-rx> 5>-rX -tf • 
=L—JLXJ1— (Proc. Natl. Acad. Sci. USA) . 8 1 #. 5 3 3 0 (1 9 8 

4) ] ^mifibti^o ^^(DpHm^S'-sizmm.'t^oajm^Li^^o mmit 
mnm2 or-s 5x:x'm2 4-^7 2mmnf3i^\ 'Z^^izft:^cxmm.^mw^ 

20 jbuAS. 

Grace's Insect Medium (Grace. T. C. C. . ^--T ^i'— (Nature) ,195.788(1962)) 
^flfe<Z)pHtt^6. 2-6. 4tCilgT^®*t$^^UVio i^«}*jiSj^2 7t: 

25 xms^-samrrui^K 'Jic^mzjt^cxmm.^m.i^^iu^^o 

m^^mmmmxh^mmmmi^^mm-r^^. mmtLxit. m^i^. m 

5-2 0%<Dfl&iS4^lfil?f^^tfMEMig«iJ Clt'rx>X (Science) . 1 2 2#. 
5 0 1 (1 9 5 2)] , DMEM^flfe i^'^nui^- (Virology). 8#. 3 9 



wo 01/16179 




PCT/JPOO/05683 



29 

6(1959)]. RPM I 164 omm C'»— • 1f • Tp^ U :^J> • 

TVv'X— (The Journal of the American Medical 
Association) 1 9 9#, 5 1 9 (1 9 6 7)3. 1 9 9 C^O v-v?>^ • 
^:7'--tf • Vt^^XT^^ . y^—"*jr*Ji^:i-niyti)V';<^-fX> (Proceeding 
5 of the Society for the Biological Medicine) . 7 3#, 1 (1 9 5 0)3 U 

^)'/9—Ai5^zsx^rc\tm^mMUEiz^'o'cmi^$>^^^itmm^m^i^rz 
15 (D-^. m.L^^m'^^M\z^om&n<om.mihm.t:n^:^muEf}m:&m^^^n 
m.mm(D^izmm'^mm^7=i>^>fsiE(DmBn^iaEm'^. huh>x- 

20 z:<D^'^\z]^Tn'^nftmm±m. $>^\^^itmti!im^iz^^n^mmm<Dm 
mit^ ^i^<i^^(D^m-^^m^mm\zm^'kt>itxn:f3i':>:itt^x^^o z. 
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^izit^i^{ik^<D:^m$>^\,^t^tnzmi^^:^miz^o. mmi^^rzitmoDm. 

BM(DmBm. ^(^^^^•:^^\'^rzi:i.^n^<Dm^m^i.n^mi^x$>nit. 

(a) ^y^7D:^-;^st^:g^jSBlla(z>f^m 

^fc^igcDses^tt, m%wjmiznhx^^\z^i:)trii^m±^^^mtii^mz 

yh, V-^X. ]zyi^. ^^^mf^n^7:)i. TryT.^^ZS^y hH)^ 
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tS.JlX'^^ >(D:^m i^^^^— (Nature), 2 5 6#. 4 9 5M (197 5 

u>^Un— ;u (PEG) ^-^yy^^^ )V7.t^E'hm^i^n^i3^. »^V< 

10 (iPEG^^'fflVi^n^o 

^MffiaBBSi L-Ttt, m^it. NS-1, P3U1, SP2/'0 T^Ct'T&^^tf 

jj&) ^t-^mmmmwi:L(DB^Luitmti : i~2o : isg^-e^o. pe 
G ($f ^ L<«, PEGiooo~PEG6ooo) *no~8o %nm.<Dm 
15 ST^iinsn, ^2 0-4 0*0, $f^L<«»ti3 o-s 7'ct*?ji~i o^j^^^ 

^ffl-e#^75^\ :^^m(DmB»mtfim^m.mh^i^tmi^tth\z^ 
20 mznm^mm'^mmu^'c^^L'rzmf^m^u':fv>mi^ mmm^izmi^^ 

25 mmz^%\^rz^/^U'-i-)vmw^m^t^:fjmuEf3^m\iibn^. 
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^tfRPMi i64o^«{!, 1^1 o%<Di^m}^ikm^^tsG I rmmmyt 
mmxm m) ) ^rz\t/\-fy^j \'--^mmmm5tmi^m (sfm-i o i, 

"^^u H-v^«±m<^irL#ffi«, ±i^<^ifi5iiim^(Dmi^m<Dmi^tmmizLx 
m^x^^. 

10 (b) ^u-y-)vm$-(Dnm: 

tfimk. n^^Wi^. ^^>^WkW m. deae) \z^^mMt^. ^j^'h 
mm izU'oxnuozLhifix'^^o 

tmm\zm%mm\z^m^nmK m^^mm^^:^^BM(DmBmmizM-r^ 
mi^^mi^^mwLx. tfo^cD^mmm^nfjio :it\z^Ki^^x^^o 
^^wjm^^mr^rcisbizm\r^iE>ti:h^mm.mt^^vT'-mBmi<Dm'^ 

25 ^^'J7-izmm^i^x^mLrz/\y^>iznLxmi^mjim^<x^nii. 
^(Dmtjiho:>^a(Dmtj:itmx^m-$i±x^^\.^-^i. m^it. ^i^Mmyjizf 

mitx/\zfy^>iizni.. mo. i~2 o> tifi^hKitmi'-sowi'^xti^ji 
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lie . 2-6 ilSfCl 1 iHl-ro, th^ 3 ~ 1 0 mn^Vrt^ t^tffi 
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(1) *^BJ(^MSM{c*f-r^U;?f>H (Tzf-xh) <7)^^;&ri 

* ^Jg-r S J6 O m t L TWffl T ^ -5 „ 

H Lx < li^^b^#><h ^^^M^-fr^ h &#m,i:T'5:*:^Bj 

>. PACAP. -tr^i/^>, /f;i.;^jrf>, :^7;i.vK->, TFlxy^>;a.ij 

VVhXiS^5^X GHRH. CRF. ACTH, GRP. PTH, VIP 

K) . V-^hX^^-^. H-/>?^>, ^5^UX T^U>. c 
GRP (;^7;i'v h ij ^ D^nhijx>. /t 

^:^-U>, a!*3iDC^-^:E;^7<> (chemokine) (^J;^f^, IL-8, GRO 
a. GR03. GROr, NAP-2, ENA-78, PF4, I P 1 0, G 
CP-2, MCP-1, HC14, MCP-3. 1 -3 0 9, MlPla, M 
IP-1^, RANTEST^C^) , X>Fii.J>, JL>5^U^XhO>. tT. 
^^>. -zL-n5^>>'>. TRH, /^>'^UTy^^ y^T^iJ^y^^ 
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10 h-;!/'; >mm.^. mmm^i^L^m. mmp^mmno)^) >mit. c - f o s s 

(D^i^ L fcii l^lk^ ti ^ . eg cos a M ^ ^Jig ^ tiMifflflS ©Ml® 

(^mmLtzumit'^!^^. :*:^Bj(osaK$3- k-t^dna^^^-t^j^m 
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-^pu >^:^^, iBflSMm^^iifj, mmr^m&n(D u >M'fb> c - f o s 

-;pu >imm±, mmmm^mm. mmp^mmm(D u >mit. c - f o s o^s 
Hit. i>H<Di&Trjia^i&mt^m\^^^immr^mmua) ^mm-r^z. 
t^^mft^:^mBM<Dm&n^rM^<Dmizn-r^'jis>\^(D^^yjm^m 

mz. ±s?.(X)--(^(Dum^nm\ u.mt-^m^^mMo^mBm^zm'^T^ 
^r. o:fS>\^^^:^mizmi^^mmmhLT\t. muvrz:^^BM<Dmmm. 

MDNA/&tffliit>n^*^\ i$^^ri.h:itnzmm^ti^h(Dxitm\ mxit. 
»fitsr?i^i(iMflS{;:^AL. ttii^^mm^K^m-^'^^rztbizit. ^dn 
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(nuclear polyhedrosis virus ; NPV) (D4^U ^ K U >:/n^:— ^— , SV 

CNambi, P. e>. if • v^Y— • • A<::4-D>?:t>;i/ • h U- 

(J. Biol. Chem.) . 267#. 19555~19559M. 1992^^3 XZUmoy-nrnzM-o-X^ 

MM a K w-r s sfflfla ^ ^ oiiflsmH^ ^ ffl u T t> J; 1/ i o 

mm^^^<^^tl^m^(D:iht:\^^^. mm(Dm^:^^tl.Xi:i.. Potter- 
UhD> (Kinematica^fcSi) \Z^^m^. m^mzJ^^WI^. yU>^-:^UX 

iL^:^jlwJ:'5:«'iiife;&^^<hLTfflVi^»n^o ^J;t(^. mmmW^.'Simm (5 0 0 
r pm~3 0 0 0 r pm) T^NfP^ (ii#. ^1^~10^) ^^^L. ±m§ 
^^tCiiSjt (1 5 0 0 0 r pm~3 0 0 0 0 r pm) Til^S 0^'^2miiM 
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10 -So 

— ^Jl/iJ'^^. -tDh — >, ^^h->. -3- — D^y^HY, :t\f:t^ 
7^U>. /tvyi^-y i>>, :t4^>^h'>>, PACAP, 1/5^>, Cf)i^ 
tJZf>. ;<j;U5/h->, T Hl/y^>^zLU>, y-ThXi$'^>, GHRH, C 
RF. ACTH, GRP, PTH, VIP (/X'VTi^^^y >7^X7^W 
20 )V T>H U-r^^-yH Tj^U^y^^H) , WhX^^>, H— A^>» ^ 
5^'J>, TSU>. :/^>?=^->. CORP h U 

(chemokine) {^A.\S.. IL-8, GROa. GROiS, GROr. NAP- 
25 2 , ENA-78. PF4> IPIO, GCP-2, MCP-1, HC14, 
MCP-3. 1 - 3 0 9, MlPla, M I P- 1 RANTE S7jj:<i:) > 
x>H-feU>, :^>^u1i7.V^)>. t;^i57^>, -n.-D7^>'>>, TRH, 



wo 01/16179 PCT/JPOO/05683 

39 

uoizii. ^■t:^^BM(Dm&m^^m-r^mm^rc\tmm(Dmm^^. ^^^^ 

yr — iZlt. pH4~10 (M*L< UpH 6~8) (^U >i?A«;/7 7— . h 
CHAPS. Tween-SO"^** (^i-Th^Xl±) , y'^^ 

n^/'<yyT-izm^^:ithT^^o $e.{c, :7'n5^y— if{cj:su-fe:/a^ 

10 — ^»J:^f>KO^^^ftlA-5g6^TPMS F» n^^zf^>, E-6 4 C^:/" 

0. 0 Im 1 ~1 0ml(DMl/-k-7°5^— — ^» (5 0 0 0 c pm 
~5 0 0 0 0 0 c pm) C^H] , C'^MD. C'^C]. C^^S] ;a:<i:-e 

(NSB) ^^-SfciblC:/^ 

-v3 >:^'i7>^— a5^^.i«r-:^7•>>^S7-Tt^^|J'rSo ^^-^M (B) H^i^ 
20 ^piltmW^'&S (NSB) $§|Vi;/S::^':7>h (B-NSB) t&^O c pm^iS;^ 

25 mm. T±^jin^j>m^. mmiHc a^^mm. mi^cAMP^^. mm 
i^cGMP^^, y->h'-)i'^j>^m±. mmmmwi^m. mmp^mmmo^ 
u >mit. c - f o s (Dmi^it. i>H<Di&Tt£a^{&m-r^mii.^rzimm-r 
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i — h ^{c^nf ^jis> K^^^fT^^c o ^ ;t o T «M t> o Trnmumm 

>^^^T'mm<Dmm&i}m^m^m±^^x^\^^rzmmizM'r^m±nmmmtL 
^^m<Dmmm±rzit^(Dmiz^^r^v:»>\^^^m^^y hit. ^^hjcd 

Hanks' Balanced Salt Solution (^Zfn^m) iZ. 0. 0 5%(D^iyskMT 

mmmLx^^i\ 

^^mommm^mm^iirzcHomm^. i 27t:/u-hic5x i o^m 

/T^-eaiftL, 3 7X:. 5%C02. 9 5%a i rT2BFBl^^Ufct>©, 

25 (i)mmuwi^\:^^ 

^:ftimmu:&mxmmitLrz^<D 
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UMit'^'^tmcho)^ 10 0-100 ofgji I {CULT'S. 
5 2. m^m 

®i 2y^m.t^mmmyu'-hizTmmLrz^mm(DmBn^mcHomm^. 
m^mmmt^ i m i t 2 ^m^rnvtzW:. 490^1 (Dm\Mmmmm.^^yKizm 

10 ^^^tzmzmmmu.mt'tm^ 5 n 1 ibtlx^k. 

(Ds^&^sri^^L. 1 m 1 (Dmi^mmmwrc 3 mst^-r^o mmzm^i^tcW: 

mU.mt%m^O. 2N NaOH- 1 %SDS-ejg^U, 4m 1 (DmWi^>^ 
15 ^T-S. 

^^mo:>m&n^rM^<Dmzm^T^:it-/)^x^^viJ>\^tLTit. m 
fa. rmi^. mmu^iz^mmiz^^-r^mmu^^m^fibn. 

20 nv"/lx>yS/>, :t^>' PACAP, iri7l/^>, ^;i^:^jzf>, 
;f7;Uvhri>. T Hl/y p^v^l'J y7hX^5'^>, GHRH. CRF. A 
CTH» GRP, PTH, VIP (A'VTi^T^^y >5=-7.5^^ 7> 

T5'J>, CGRP (:^;U'>hr:>>?->u i^-T^^- K'^y 

>i^4^it>, T-x/>'>. THl/:J-U>, a*3ct;D^'3 -^^;t><> (chemokine) 
(^SJ^ti, IL-8, GROa. GROjS, GROr^ NAP-2. ENA- 
78, PF4, IPIO, GCP-2, MCP-1, HCl 4, MCP-3> 



10 
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1 -3 0 9. MlPla. MIP-13. R ANT E S T^Jit") , X>K-feiJ>. 

X>7^D;yx h 'J >, tX:$^5>, □7^>5>>, TRH. A>^7i/75^ 

(2) *^HJ(DMeS^^^©^l55 • ?ai^^J 

sf^ffl*^«8#T#fci:ii (mm^wox^m) mmm^^m^iz. (X):^^m<Dm 

<h t^j: ^ i^sa tc 0J e M ^ n - H -r S D N A ^ if A L $ -fr fc^ {C , 

Bn<Dmm^±izmm-t^mB<D^m^^zsymrzitf^mMm<Dmmti'X 

mm. ^mmit. ^mmiummi. ^^mmwu Ant^m^m. 

m:K-m'b^ • mmmvcm) (^^m^^xs/'^rz.\t.fhm\zmmx$>^o 



25 
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^^^jfcCcify&^fflVi^tiSo vm^'&Mmcii^ti-:r^L)\^x^:bm't\z\t. mm^-( 
(^^of^^f^M^mmmis.E^mM^rz\tmm^^i:^uE<Dmn(Dmm^m\z 
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hso"^". Hco-5 0) uatmrnvTh^i^^o mitmtvxit. m^\t. 
^tz. ±m=^m ' mmmt. m^it. mmm mxi^. u >mm.mmm. m 

itmuEt.m'tvx^^\^^. m^-^nr:L^mm\t.mfM. m^f^T>zfMz^m 
m.m<m mxit, ^>yh. oi^. ^n, -r^, -ti-;i^fd: 

15 T) (D^^^m^iZ^l^^Xit. —BiZ-Dm^O. lmg~l 0 Omg, *f?^b< 
Umi. 0 — 5 Omg, ^Dtif^LKitmi. 0~2 0mgT^^a #^Pe«J 

Eizjz^x'hmrji^^K m^i-£. mmM(Dmxitm'mj^A (eokgibx) 

(DiU'km.B^iZ:^\,^Xit. —BlZ-D^mO. 0 1~3 0mgg^, B^V<it 
20 ^0. 1-^2 OmgUm. .i:K)tff^V<itmo. 1 ~ 1 0 mg^S^^MaM 

(3) Se^^©f?f!l 

25 4^ ^u/h. ^-^^^ \iy>^. -^9. ^zy. :^ZI, -r^> tf-^PT^Ci') 

RNACDS^ (ite^Sm) ^^^-t^^Liztt^X^^CDX. m7L\t. ^DNA 
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/W:/'J ^-r ii-v3 >-^PCR-S SCP^i (y/^y^X (Genomics) , 
m5#. 8 7 4-8 7 9H (1 9 8 9^) , ~>->?>i9'X • • If • :^ 
5 v'3:^;i/-T:^x^ — ^:^•-^^^x>S/'rX•:t:/•:x— XXX— (Proceedings 
of the National Academy of Sciences of the United States of America) , 
Il86#. 2766~2770M(1989¥)) f^^iZ^Omm'T^Z.ti!)^ 

(4) *^BJ©MeKlC*f-rsU:^/>K<75^ai4 

(DA£CMe r^^v::t-rAyTy-fe-rj (miSltt, BSf05 4^^fT) 

( 5 ) ^mM(Dmmmt viJ> \^ t<Dm'^ii.^mt-^'^^it^m<Dx^ u — x 

20 

25 J;<X^U-x>i>'-r 5;ii:/&^*-e^S„ 
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*^BJ®Xi?U-r:>//:^jS{c:foViT«. (i) t (ii) CDJl^fzistts, 
> H*3«k0^lii:i^{l:^#i<£r2^^BjogeK^{cif M^-frfci^'&tc^bnt^, iligU 
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(^m^Vfz U > K *^HJ(DD N A ^^Wr '&f^Kfem#:^^«-r ^ d «i: 
:fe J; D^tiS^'fb'&^I ^*^HJ (7) D N A ^ J^K^^^* ^ ^:itlz^ 

^)is>\iua) ^:^^m(Dmmmm^^m-r^mmizmm^^rzm'tiL. 

T^mm\zmm-^i±rzm'^iz:^if^. uizzf^—^ift-vrzmimmm^ m^i 
it. y^^\^>mmu. 7iz^)izi^)>mm. mrtca^+jg^, mi^icA 

mmp^m&n<D^j >m^t. c - f o s <^sttib> pH<Di&Tua^i^m-r^m 

^ ^rfitttftf ^ ib^j^^ 0; txs]s:s^<k^j^ ^^^ig cd d n a ^^mt^mmmm 
i^^mm-t^:itizj:-:>i:mmm±izftm\^rz:^mm(Dmmmmizmm'^itrc 
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15 :^ftm<D7.^fj—->^:^m(DM:i^mfjimm^&.Tiz-r^o 

^-r, ^^m(Dx^^)-~>':f:^mizm^^^:^mm(DmmnmtLx\t. m 

:3.U^-()V7.izmT^iM^M^mO^ }IX (nuclear polyhedrosis virus ; N 
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PV) <7)Ji^U^K'J ^yo^B-iS'-, S V4 0*5feO"7°D^— H-or> 
■1';PX<7)yp^— 3^-> ;^i$^n^yi-^^ >-fn=E—^—. \ih\i—h->3y^ 

5 ^i:^^<D;^^TfT-5;ii7&^*T^^, «3JA.(i\ :$rm CNambi. P. ^, -tf-s^^- 
:tZf ■ /^^^Uz^i^JV (J. Biol. Chem.) . 267#. 19555 

10 m^Bm^^^^-r^mm^m^^x^^K. ^^mmmnmt:^^ 

■r^mmomm^^m^^x^jzi^^o 

<^io ^^ityjm\^'tn^w<ik^(D:f5m\z'ijt^xnt^'^:Ltf)^x^^o 
mm-fy^0^<^^n^m^<D::h^i^z>o mm(Dmw:^mtLx\it. potter- 

20 EIvehjemM;l^tv?±>rif-TaBj3a&l¥Ljt-r:?^}*. U—Oy^^Uy^-^P^^ 

u^xM&vfjif)^'bmM^m^^/X)u^^<E>^m-^'&^z.t\z^^m^fji^7!im 
nj^ijizj^^^mmffi^tLxmi^^^n^o m^it. mmm^m^i&m (soo 

25 rpm-SOOOr pm) xmmm (M'M. mi ^^10^) ^'L-V. ±m^ 
(1 5 0 0 0 r pm~3 0 0 0 0 r pm) "eii^S 0^-^2f^mM 
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1 o'-i o^^'f'-7!Sb^mm^v<. 10^-1 o'^^'c$>^mmm-T:$> 

10 (Dm^^m-r^m.mxmu-ty'i^-mBnm^tjiE^m^Li^ :izx\ mm 
mmvrz^ji^>]^tLxit. WMLrz^)ij>]^. ^mvrzo^>\^7i-n^ 

?.^^)-:z>^^nfj:-z)\zit. ^r:^mMo:>mBmm^^m-r^mm^rz{m 
m(Dmm^^. x ^ u >^\zm l tz/'^ y y T—izmm-t^ zL^iz^omm 

m^ffa^mmrr^o /-^yyy-lZi^. pH4'-10 (M^L<«pH6~8) 

m-^'^^m&dX. CHAPS, Tween-SO"^" (^i-Th^Xtt) . v 

TPMSF, a^^zf^y. E-6 4 (^^^ FW^Rlf^) , ^':fx^^>u 
25 iifc^T'nxT— tfE#^J^^«SnT^3:<J:*)T^-5o 0. 0 1 m 1 ~ 1 Om 1 

Uizzf^—mmz. — 5t« (5 0 0 0 c pm— 5 0 0 0 0 0 c pm) (DUW^L 

rz^j:iS>]^^miMV.mmizi o-^^m^i o-^°M<D^j^{b-&i^^^#$-fr^o 
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ft^^^-'^hmMr^oKst^itm o 'C;&^ ^ 5 o r.m* l < «*tj4 e> 3 7 -c 

Ttfsor^o i^m-r^^m^f£\^^m'^(D:^'y> h (b „) J5^e##s6<j^-&a (n 
SB) s?n.^;t;^':7>h (Bo-NSB) ^looxtLfcm. wmmf^^m 
(B-NSB) m^it. 5 o%sKT\zyi^umit^!^^^tfimmmti(D$> 

mmi^ m^it. Ty^\^>mmm. T±^)i^n^)>mm. mf^mca^-mm. 
mmp^cAup^^z. mi^cGMP^^, -(yi-h-)i^j>mm±. mmm 
m^^wis mmmm&mcD^j >m^t. c - f o s (DSttYk. pHoi&Tua^^ 

hmzmmr^. ^^'j-->'if^ntjiz>iz$>rz'oTim%'yx^mumm$> 
^^^itmmizm\±^7K^tj:ivMmwi^yyT-iz^^v. umt^i^u^^m 
iavx~Mmm^ >^zL^- h Lfzmi. mm^mtii$>^\,^t±mm^miavx. 
±0!iLrzmm^^n^n(D:^mtzm':>xmmr^. mmmMmii<Dmimfr^ 
mm m^\ts T^^\^>mis.a) ©^^j&t, mmi)^^mt^^mmm\z^'D 
xi^Mmmnim^\-x. m^mmm^z^-r^mmm^miiwLxTy't^^nts.-:^ 

^'^mm<Dmm&^m^m^m±-^^x^\.^rzmm\znr^m^mu^m t hx 

mmmmm^^mi'^hxT.^ ^)--y^^nf^o\z\t. mmt^m&n^^m. 
i^Tzmm^'Z^wx:^^, ^mmm^mm^^m.LfzmmtLx\^. ^mm(D 
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^ij^it-^m. mm±M!^. mmmmm, mmt^a^m. mmmt^^nimtsi^-^m 

Hanks' Balanced Salt Solution (^^n^tM) {d, 0. 0 5%<D^zy^m7 
/7^:-eilf^b, 3 7*0. 5%C02> 9 5%a i r-C2 Brel^^L/tfeOo 

tt^^^oizmm\^> -2 ox:x^^-r^. 
2. sa^ffi 
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m^mmmm. i m i -r 2 mm^LrzW:. 490^1 (Dmmmmmm^^:r:iziia 

(2)1 0-3-1 o-''u(DU^it^!^mm^5 u isn^fctt, mmvij>\i^5 

i^U:^> K<£rO. 2N NaOH- 1 % S D ST^^L. 4m 1 CD?S#:->>5^^ 

10 Percent Maximum Binding (PMB) ^:k<D^l^^tb^o 

PMB= [ (B-NSB) / (Bo-NSB) ] XlOO 
PMB : Percent Maximum Binding 

B : ^w^m^fzmom. 

15 NSB .-Non-specific Binding (^i^SSU^'&a) 

>^s^, mmmm^^m. mmp^mBn<Dv>mit. c - f o s ofin^-fk. 
25 ^t0s, 2^^Bjoges{c*f-r^Tn'-x h) , (D) MmMf^tt^wL 
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mjfli. mm^mm'^. ^^m*^^> ^^^mmm. KiL^m^m. 
IS > Ymm-r^^mm^^mmt^ z. tt^x^^ <dx. wjis> 

nmizM-r^ u :ff> \^f)^mT^^mm^^m'>-^it^r^6b(D^±xi^mmM 
y'^rzitf^mm-fsia]tvxmmx$>^o 
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%W}<^ m^^t. ^yh. c^+f-^. tiy>?, "^v. ^.3, -r5?. 
a\z^Kimmit$>^f}^. i^ps^cD*^. -j^e^jtcsfeA (6 o kg tux) 

cfeV^Tti, — B{w-Q^*UO. 1-lOOmg, B^h<itmi. 0~50mg. 

<«*t)0. 1 ~ 1 Omg@^Sr#MaW(Cct D^#-r^(7)75Wfi5'&Tfe-5o to 
cDibticD^^fc, 6 0 k g^fcOtC^^L^M^S-^T^di^O^T^-So 

(6) 2^^0.g©Mas. ^<DU6i-^-:f^}^^rz\t'^ti^<Dm(D^m 
$1^^, ^mmi^^u^mitmmmmh^^^mizKit^-^^. mtfimzm^i^ 

±ie (ii) IC^SI^TH. — ;^©fii#:d^2f:^?g(DMaH#ONj|gg|5^^^TS 
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mmmm^m\^^?>m\^mizmi^^^ti^i^^miivxit. mptit. wnmi^m^ 
Ttm. mm. mytm. ^yt^mfji^f)m\^^iE>ti^. tm^m&jtmtLxit. 

mmtLxit. ^^xit^\i.(D±^ti^(Di!)m^v<. mpL\t. 
-tuxti^y. ^>>^^^^y■fe>-r v^^->T:^^- h/j:i'7&^*fflvie,n-i). %mfi 

-tj-> y^mizi5i^xit^miti.rc:^mm(D^/ ^ u-±jmmz^mm 
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mm,mzm^^^n^tn.m^'Sc--riy^i mmx$>^!ii^w\tu<. mmmm^i^± 
if%m<D-^y H< y'^mz^^:^%m(Dm:Bwmo:>m^mzm^x\t. 1 

2'^Ki^>>\zm\^^^n^^w\t. m^\t. 2'AKm^xm\'^^ri^^m^. -^mn 

^, s^^^-ctt. w^m.^(Di^mii^mimii^mw\zn\.xm.^mzK)^^^ 

"^tKD-^. ^Km.(DwmjiW.t.<.¥) t.tKwt.m-^vtzmm.HKm (b) t^^^ 

ijimzif^vx^^Km^'^rzmmmt.wm^^m-r^i)^. ^§vi«. se^is^ 
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^fr, ^vi^mz^mm<Dmn(Dmfi^m.m.^t\iPLX-^%m(r>m^n^rz\-i.^<D 
i&<om^^^mmm\t^\^^. ^M(D-Wimfi.^m^wc(Dmm\z-D\.^x\%. 

-1-] imm.^. BgfP5 4^^fT) , w\m^i^m mm^m.mmmi m^m 

0afn6 2^^ff) . ^:^VyX--(>'JL>Z^=^Jz^'- (Methods in 
ENZYMOLOGY) j Vol. 70 (Immunochemical Techniques (Part A))» Wi^ Vol. 
73 (Immunochemical Techniques (Part B)); |p|« Vol. 74 (Immunochemical 
Techniques (Part O), Vol. 84 (Immunochemical Techniques (Part 

DrSelected Immunoassays)). Vol. 92 (Immunochemical Techniques (Part 

E:Monoclonal Antibodies and General Immunoassay Methods)). Wi% Vol. 
I21(Immunochemical Techniques (Part I iHybridoma Technology and Monoclonal 
Antibodies)) (J[U±, 7:^77^^ ^y^yux^t^m tS: if #M] » 

m(DmBm^rz.\t.^(Di^^^mt^:Lt\z^'DX. ^mmmomwr^-r^zh 

mm^^iiiT^rcmzmmr^^t:^ixt^„ ^rz. ^mmcDmmnm^mn 
-t^rzsbizmm-r^mi^ti ^ AcDf^iK, nn^<D^^m^(D:$imM<Dm:Bm^ 
<7)^ffl. ^^mmp^iz:i3i-f:b:^%m<DmBm<Dmw}(D^m:f3:a(Drzib\zmm-r 



wo 01/16179 




PCT/JP00/056S3 



59 

^yh. -^^X. ^-^^^ t^yv^. Zf^. -rp?> '^)Ws.E) ts.E 

10 •v^m-^'ito^'fn^-^-<DTm\zm^i.rzmBi^::i>xh^^ htvxm 

^m-^. zntmm\if}m^^W]^mm(D:^mm(DDNA^W]!^mmx^m-^'^ 
z>^^mzfu=E-^-<DTm\zm'^vrz.mBi^^>xh^i7 h^. m:^it. ^ 

15 mM^-r^DNAi^^mm^i^mx^^. ^KDzfn^e—^^f—tvxit. m^it. 

^-'bmm V o ^ti^. $f ^ L < \tmx'^m.mz^m.-t^\^ g f ae^y o ^r- 

g6*jDNA^«Wr§ll«l6aD»j#l^3clE-r^Ctlwci::0. ^ASfi^ 
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u > ^^m(Dmmu £ t l tw^ Tab s o 

cine^^fflLT. m7L\t. m^i^mim.^^(D^^t^~mz^m.mmf^mm 

lUPAC— lUB Commission on Biochemical Nomenclature \Zii^^^$i 

r^T^jm\zmi.^^^^wiii^y)n^m^\%. mzm7^vtmti\ti.w^^. 



DNA 




cDNA 




A 


: T-7^-> 
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: iTT-y 


C 




RNA 


: ^jT^mm 


mRNA 
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dATP 






dTTP 






dGTP 






dCTP 




5 


ATP 






EDTA 






SDS 






G 1 y 






A 1 a 


: T^— > 


10 


Va 1 


: > 




Leu 


: □'r'>> 




I 1 e 






S e r 


: -feU> 




Th r 




15 


C y s 


: vX-T-'T > 




Me t 






G 1 u 


: ^)V^^ym 




Asp 






L y s 


: U->*> 


20 


A r g 






H i s 


: tX^>^> 




Ph e 


: — > 




Ty r 


: 5^Dx> 




T r p 


: hUyb-7T> 


25 


Pro 


: :/n U > 




A s n 


: 7X/\°^^> 




n 1 n 


. y JV ^ ^ 




pG 1 u 






PCT/JP00/0S683 



wo 01/16179 



PCT/JPOO/05683 



62 

T o s : p - h;i'X>x;P7:tn;u 

CHO : ;fc;i/^;u 

B z 1 : ^yi^)], 

ClaBzl : 2, 6-v^nn^>>?;u 

Bom : ^>i^;p:r^->p^5^;i' 

Z : '^>>f;i/:r^'>;^7;i.4^-;w 

Cl-Z : 2-^5'□□^>^/;^;^-=^^->:^J;^Jt^-;^ 

Br-Z : 2->^a^^>>;;i.:t^^^;i/vi^-;i/ 

Boc : t-':/h^zytl)U^-)l' 

DNP : >^-No>'a:y-;i. 

T r t : h U 

Bum : t -Zfh^zy:^^)^ 

Fmoc : N- 9 h=\^->5fj;|,4?-;|^ 

HOB t : 1 -fc Hn^i>^>XS'JTy— ;P 

HOOB t : 3. 4->'t Ho-3-tKD4^'>-4-:^-:^•y- 
: 1-t KD^v^-5-y;U4^;|.t->-2. 3-5/;t7;i'4^^>-i'^ K 

^n— K-rSDNA<^MSS5^J<&^t- (AC 0 0) o 



HONB 

DCC 
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CgH^J#^ : 6 ] 

5 CSH^J#^: 7] 

^jZB<7)||Sg|?iJlTt#^n^J^K^m#:xf>a:U bT H 'J (Escherichia 
coli)DH5 a/p CDNA3. 1-ACO Oti, ^sfe 1 li^8^23B7?>^^B 

2^ffl3^«cmo < r^m 1 Ts 1 - 3 (DmmmmmnmiiWi^^^x'^iimi&m 

10 (N I BH) (I^teS-^FERM B P - 6 8 5 3 LT, 1 1 ^ 

A • mm^ffi ( I F O) t3^t£#^ IFO 16303^: LT^t6$nT(.i 

So 

• i7 0-->^ (Molecular cloning) tCtEm^nTliS:&^lClieo;to 

usE^j 1 Gmmn^'^mv^izf^-m^nAc o o ^n- kts c dna 

20 thSScDNA (CLONTECHl±) Sr^^iiU, 2<B©y^<^-. 

^-fT— 1 (5' -TAG TCG ACA TOG CCA ACT CCA CAG GGC TGA ACG CCT 
CA -3' ;iB^J#^: 3) S.tXT'^-l'-T- 2 (5'- ATA CTA GTT CAG GAG AGA 
GAA CTC TCA GGT GGC CCC TG -3' ; ia^J#^ : 4) SrfflViTP C RS^E? 

25 (hUT^fflb, Advantage2 Polymerase Mix (CLONTECHtt) 1/5 0 
y^-Y^— iSlKy^-r-T— 2^#0. 2/zM. dNTPs 200iaM. mmmz. 

9 St: - 3 050?, 7 2*0- 4^(D+l-r^;i/^5llI, 95'C-30S'\ 70'C- 
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4^<Di)'-c^}\,^5m. Qsr-aoigj, 6 8*c-3oi3?, 6 6X: • 4i^(D'*)^ 
^ ^ 2 smm^MV. mWiizesx:- s^o^wrnKft-^n-Dtzo ^pcr 

Kft^'^0)K!it-mm^TA^n-->-^:iryh (Invi trogenit) (Dm:^lzm^Zf 
K<i5'i§'-pcDNA3. 1A5/His (Invi trogenft) ^V-Zf^U—ny^l^^ 

10 (Escherichia coli) DH5a/pcDNA3. l-ACOO<h^iSL;'bo 

{^(^A-r:/U:$^-r-tf— v'a >fflM®?g(DExpress Hyb /N-f :7'U ^-f if— > 

1T#>^PCRM<^1 1 2 3^S/&^^,DNAglf>t^(a- 3 2 P) dCTP (T 
A-rr^U^-rtf— V3 ^^yo— y$r<g-t^Express Hyb A-T :/U r^^-T -if 

— '>3>y U;l-v3 >ff> 6 8t:-ei sf^ralfr^fc, 

r^^r^PiS'-a. 2XSSC> 0. 0 5%SDS?e^^,^iaT2[Hf^#b. $ 
^tC, 0. IXSSC, 0. 1%SDS^4', 5 ot:-e2iii^^Lfco -t-v 

>K;&««im$n;^c (134) . 
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mmm 3 laqMan pcR ^m^^fz Acoo <D^mmM^^<Dm^ 

^'fy'^^'T—RZSy''n — -y'it Primer Express ver. 1.0 ( PEA-f^vT. 
xAX>^^A-> ) S:fflViT^1f^>L, 7:t'7-Hy^^-7- ACOOtaqF 
5 ( 5' - TAGGC CCTTC TGAGG CTCCA - 3' (gaJU#^ : 5) ) » 'J/N*— T 
- ACOOtaqR ( 5' - TCTCA GGTGG CCCCT GGTAT - 3* (g53?iJ#^ : 6) ) . Zfu 
AC00-1037T ( 5' - AACAG ACCCC CGAGT TGGCA G - 3' (@5^J#-^ : 7) ) ^ 
i^mvrzo >^P-:/<DU7j^— rS7-fe^«FAM ( 6-carboxyfIuorescein ) 

10 H cDNA it. PCDNA3. 1-ACOO ^^M{CLTy^-f7— 1 (iH^J# 

^:3).y^-r-7- 2 (IB^J#^: 4)^fflt.iTtii|iiLfcPCRP^H-^ QIAquick 
PCR Purification Kit [ QIAGEN ( Germany ) ] {CTM^L. 10° - 10* 3 

#Mi^<Z) cDNA y—X« Human Tissue cDNA Panel I S.^^ Panel II 
15 [ CLONTECH Laboratories. Inc. ( CA. USA ) ] ^mi^^fto 

TaqMan PCR fi> TaqMan Universal PCR Master Mix ( PE /X'-f ^vT.t^AX 
) (DUm^m^^. ABI PRISM 7700 Sequence Detect ion System (PE 

mM^m5^j;:zf^nz7F:\^rzo ACOO \tm\zm\*^9^mi!)^M.^nrzo 
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1 



Tissue 


Express ion 




(copies/jxl) 


brai n 


723 


heart 


11 


kidney 


12 


1 i ver 


17 


lung 


2 


pancreas 


7 


pi acenta 


3 


skeletal muscle 


6 


colon 


4 


ovary 


1 


1 eukocy te 


22 


prostate 


27 


small intestine 


7 


spleen 


14 


testis 


15 


thymus 


3 



^#»f{c*3it^:/n-y-^ P c R y°^^ T-(Di^j&(Drztb(DUm. (2) h ^ >x 
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SEQUENCE LISTINGS 

<110> Takeda Chemical Industries, Ltd. 

<120> Novel G Protein Coupled Receptor Protein and Its Use 

<130> 2632WOOP 

<150> JP 11-241529 

<151> 1999-08-27 

<160> 7 

<210> 1 

<211> 368 

<212> PRT 

<213> Human 

<400> 1 

Met Ala Asn Ser Thr Gly Leu Asn Ala Ser Glu Val Ala Gly Ser Leu 

15 10 15 

Gly Leu He Leu Ala Ala Val Val Glu Val Gly Ala Leu Leu Gly Asn 

20 25 30 

Gly Ala Leu Leu Val Val Val Leu Arg Thr Pro Gly Leu Arg Asp Ala 

35 40 45 

Leu Tyr Leu Ala His Leu Cys Val Val Asp Leu Leu Ala Ala Ala Ser 

50 55 60 

He Met Pro Leu Gly Leu Leu Ala Ala Pro Pro Pro Gly Leu Gly Arg 
65 70 75 80 

Val Arg Leu Gly Pro Ala Pro Cys Arg Ala Ala Arg Phe Leu Ser Ala 

85 90 95 

Ala Leu Leu Pro Ala Cys Thr Leu Gly Val Ala Ala Leu Gly Leu Ala 

100 105 110 

Arg Tyr Arg Leu He Val His Pro Leu Arg Pro Gly Ser Arg Pro Pro 
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115 120 125 

Pro Val Leu Val Leu Thr Ala Val Trp Ala Ala Ala Gly Leu Leu Gly 

130 135 140 

Ala Leu Ser Leu Leu Gly Pro Pro Pro Ala Pro Pro Pro Ala Pro Ala 
145 150 155 160 

Arg Cys Ser Val Leu Ala Gly Gly Leu Gly Pro Phe Arg Pro Leu Trp 

165 170 175 

Ala Leu Leu Ala Phe Ala Leu Pro Ala Leu Leu Leu Leu Gly Ala Tyr 

180 185 190 

Gly Gly lie Phe Val Val Ala Arg Arg Ala Ala Leu Arg Pro Pro Arg 

195 200 205 

Pro Ala Arg Gly Ser Arg Leu Arg Ser Asp Ser Leu Asp Ser Arg Leu 

210 215 220 

Ser lie Leu Pro Pro Leu Arg Pro Arg Leu Pro Gly Gly Lys Ala Ala 
225 230 235 240 

Leu Ala Pro Ala Leu Ala Val Gly Gin Phe Ala Ala Cys Trp Leu Pro 

245 250 255 

Tyr Gly Cys Ala Cys Leu Ala Pro Ala Ala Arg Ala Ala Glu Ala Glu 

260 265 270 

Ala Ala Val Thr Trp Val Ala Tyr Ser Ala Phe Ala Ala His Pro Phe 

275 280 285 

Leu Tyr Gly Leu Leu Gin Arg Pro Val Arg Leu Ala Leu Gly Arg Leu 

290 295 300 

Ser Arg Arg Ala Leu Pro Gly Pro Val Arg Ala Cys Thr Pro Gin Ala 
305 310 315 320 

Trp His Pro Arg Ala Leu Leu Gin Cys Leu Gin Arg Pro Pro Glu Gly 

325 330 335 

Pro Ala Val Gly Pro Ser Glu Ala Pro Glu Gin Thr Pro Glu Leu Ala 



wo 01/16179 



# 



PCT/JPOO/0S683 



3/5 



340 



345 



350 



Gly Gly Arg Ser Pro Ala Tyr Gin Gly Pro Pro Glu Ser Ser Leu Ser 



<210> 2 
<211> 1104 
<212> DNA 
<213> Human 
<400> 2 

ATGGCCAACT CCACAGGGCT GAACGCCTCA GAAGTCGCAG GCTCGTTGGG GTTGATCCTG 60 

GCAGCTGTCG TGGAGGTGGG GGCACTGCTG GGCAACGGCG CGCTGCTGGT CGTGGTGCTG 120 

CGCACGCCGG GACTGCGCGA CGCGCTCTAC CTGGCGCACC TGTGCGTCGT GGACCTGCTG 180 

GCGGCCGCCT CCATCATGCC GCTGGGCCTG CTGGCCGCAC CGCCGCCCGG GCTGGGCCGC 240 

GTGCGCCTGG GCCCCGCGCC ATGCCGCGCC GCTCGCTTCC TCTCCGCCGC TCTGCTGCCG 300 

GCCTGCACGC TCGGGGTGGC CGCACTTGGC CTGGCACGCT ACCGCCTCAT CGTGCACCCG 360 

CTGCGGCCAG GCTCGCGGCC GCCGCCTGTG CTCGTGCTCA CCGCCGTGTG GGCCGCGGCG 420 

GGACTGCTGG GCGCGCTCTC CCTGCTCGGC CCGCCGCCCG CACCGCCCCC TGCTCCTGCT 480 

CGCTGCTCGG TCCTGGCTGG GGGCCTCGGG CCCTTCCGGC CGCTCTGGGC CCTGCTGGCC 540 

TTCGCGCTGC CCGCCCTCCT GCTGCTCGGC GCCTACGGCG GCATCTTCGT GGTGGCGCGT 600 

CGCGCTGCCC TGAGGCCCCC ACGGCCGGCG CGCGGGTCCC GACTCCGCTC GGACTCTCTG 660 

GATAGCCGCC TTTCCATCTT GCCGCCGCTC CGGCCTCGCC TGCCCGGGGG CAAGGCGGCC 720 

CTGGCCCCAG CGCTGGCCGT GGGCCAATTT GCAGCCTGCT GGCTGCCTTA TGGCTGCGCG 780 

TGCCTGGCGC CCGCAGCGCG GGCCGCGGAA GCCGAAGCGG CTGTCACCTG GGTCGCCTAC 840 

TCGGCCTTCG CGGCTCACCC CTTCCTGTAC GGGCTGCTGC AGCGCCCCGT GCGCTTGGCA 900 

CTGGGCCGCC TCTCTCGCCG TGCACTGCCT GGACCTGTGC GGGCCTGCAC TCCGCAAGCC 960 

TGGCACCCGC GGGCACTCTT GCAATGCCTC CAGAGACCCC CAGAGGGCCC TGCCGTAGGC 1020 

CCTTCTGAGG CTCCAGAACA GACCCCCGAG TTGGCAGGAG GGCGGAGCCC CGCATACCAG 1080 

GGGCCACCTG AGAGTTCTCT CTCC 1104 



355 



360 



365 



<210> 3 
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<211> 38 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> 

<400> 3 

TAGTCGACAT GGCCAACTCC ACAGGGCTGA ACGCCTCA 38 
<210> 4 
<211> 38 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> 

<400> 4 

ATACTAGTTC AGGAGAGAGA ACTCTCAGGT GGCCCCTG 38 
<210> 5 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> 

<400> 5 

TAGGCCCTTC TGAGGCTCCA 20 
<210> 6 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 
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<223> 
<400> 6 

TCTCAGGTGG CCCCTGGTAT 20 
<210> 7 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

<220> 
<223> 
<400> 7 

AACAGACCCC CGAGTTGGCA G 21 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen neuen G-Protein-gekoppelten Rezeptor aus humanem Gehim, dessen Gene 
und Verwendung. 

5 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren stellen eine Superfaniilie integraler Membranproteine dar. Familienmitglieder sind 
Rezeptoren fiir alle lypen chemischer Botenstoffe, aber auch Sensoren fur Licht und Geruch. G-Protein-gekoppelte Re- 
zeptoren kommen in fast alien Organismen vor. 

Die Rezeptoren sind charakterisiert durch eine Aminosauresequenz mit 7 ausgepragt hydrophoben Bereichen. Diese 
stellen hochstwahrscheinlich membranstandige Domanen dar und geben der Familie ihren zweiten Namen: T-TVans- 
10 membran-Domanen Rezeptoren. 

Die Liganden dieser Rezeptorfamilie sind mit biogenen Aminen (z. B. Adrenalin, Serotonin, Histamin) Peptidhormo- 
ncn (z. B. Angiotensin, Endothclin, Bradykinin), Neurotransmittem (z. B. NPY, Substanz P, Opioidc) und Ptoteincn 
(z. B. Chemokine, Thrombin) sehr vielfaltig. Alle diese Messenger sind durch Interaktion mit G-Proteinen an der Signal- 
iibertragung in das Innere der Zelle beteiligt. Als EfFektoren sind bekannt: Adenylatcyclase, Phospholipase C, Phospho- 
15 diesterase. 

Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren werden in drei Unterfamilien unterteilt: die Rhodopsin-Unterfamilie, Calcito- 
nin-Unterfamilie und Glutamatymetabotrope-Unterfamilie. 

Gegcnstand der Erfindung ist cin isoliertes Protein, enthaltcnd die in SEQ ID NO: 2 dargestellte Aminosauresequenz 
Oder eine daraus durch Subsdtution, Insertion oder Deletion von einem oder mehreren Aminosaureresten erhaltliche Se- 
20 quenz, wobei wenigstens noch eine der wesentlichen biologischen Eigenschaften des in SEQ ID N0:2 datgesteUten Pro- 
teins erhalten bleibt 

Die wesentiiche biologische Eigenschaft ist in der Aktivitat als Rezeptor, insbesondere als G-Protein gekoppelter Re- 
zeptor zu sehen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Proteine mit G-Protein gekoppelter Rezeptoraktivitat, die ausgehend von 
25 der in SEQ ID N0:2 dargestellten Aminosauresequenz durch gezielte Veranderungen herstellbar sind, Beispielsweise 
konnen bestinunte Aminosauren durch solche niit ahnlichen physikocheniischen Eigenschaften (Rauinerfiillung, Basizi- 
tat) crsctzt werden. Es konnen aber auch cin oder mchrere Aminosauren hinzugefLigt oder cntfemt werden, oder mehrcre 
dieser MaBnahmen miteinander kombiniert werden. Die solchermaBen gegeniiber der SEQ ID N0:2 veranderten Pro- 
teine besitzen wenigstens 60%, bevorzugt wenigstens 75% Homologie zu SEQ ID N0:2, berechnet nach dem Algorith- 
30 mus von Pearson und Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci (USA) 85, 2444-2448. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Nukleinsauresequenzen, die fur die e.g. Proteine codieren, insbesondere 
solche mit der in SEQ ID N0:1 dargestellten Primarstruktur. 

Die vorliegende cDNA kann durch dem Fachmann gelaufige Klonierungs- und TVansfektionsmethoden in verschiede- 
nen Expressionssystemen zur Expression gebracht werden. Dies sind beispielsweise pro- oder eukaryotische ^fektorsy- 
35 steme, wie SV40, CMV, Baculovirus, Adenovirus; Plasmide; Phagemide, Phagen. 

Dazu wird die erfindungsgemaBe Nukleinsauresequenz iiblicherweise mit genedschen Regulationselementen wie 
Transkriptions- und Translation ssignalen funktionell verkniipft. Mit den solchermaBen hergestellten rekombinanten Nu- 
kleinsaurekonstrukten werden anschlieBend Wirtsorganismen transformiert. 

Eine bevorzugte Ausfiihrungsform ist die Verkniipfung der erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenz mit einem Pro- 
40 motor, wobei der Promoter 5' upstream zu liegen kommt. Weitere Regulationssignale wie Terminatoren, Polyadenylie- 
rungssignale, Enhancer konnen in dem Nukleinsaurekonstrukt Anwendung finden. 

Als \\^szellen sind Bakterien wie Escherichia coli, eukaryotische Mikroorganismen wie Saccharomyces cerevisiae, 
hohere eukaryotische Zellen aus Tieren oder Pflanzen, beispielsweise Sf9 oder CHO-2^11en, geeignet. 

GewiinschtenfaUs kann das Genprodukt auch in transgenen Organismen wie transgenen Tieren, z. B. Mausen, Schafen 
45 oder transgenen Pflanzen zur Expression gebracht werden, 

Bei der vorliegenden Erfindung handelt es sich um eine cDNA, die fiir ein neues Mitglied der G-Protein-gekoppelten 
Rezeptorfamilie kodiert. Sequenzvergleiche zeigen Verwandtschaft mit Endothelinrezeptoren und Endothelinrezeptor- 
ahnlichen Sequenzen, 

Die vorUegende Nukleotidsequenz wurde urspriinglich in mehreren cDNA-Bibliotheken aus humanem Gehirn und 
50 Ruckenmark identifiziert. Die Analyse der Verteilung der zugehorigen mRNA in 50 verschiedenen menschlichen Gewe- 
ben ergab fast ausschlieBUche Expression im Gehim, 

Das durch die vorliegende cDNA kodierte Polypeptid laBt sich zweifelsfrei als G-Protein-gekoppelter Rezeptor iden- 
tifizieren. Die 7 Transmembran-Domanen, das Kennzeichen dieser Proteinfamilie, lassen sich leicht im Hydrophilizitats- 
Plot (Kyte, J. and R.R DooHtde, 1982, J. Mol. Biol. 157, 105-132 (1982)) finden. Die groBte Verwandtschaft auf Ami- 
55 nosaureebene findet sich mit 52% Identitat zu ei nem putativen Endothelinrezeptor lyp B-ahnlichen Protein humanen Ur- 
sprungs (Genbank Accession Nunmier U87460, (FastA-Programm, Pearson und Lipman, Proc. Nad. Acad. Sci (USA) 
85, 2444-2448). 

In besonderen Fallen kann das Genprodukt auch in transgenen Tieren, z. B. Mausen, Schafen oder transgenen Pflanzen 
zur Expression gebracht werden. Ebenso ist es moglich, zellfreie Translationssysteme mit der entsprechenden RNA zu 
60 programmieren. 

Dariiberhinaus kann das Genprodukt auch in Form therapeutisch oder diagnosdsch geeigneter Fragmente exprimiert 
werden. Zur Isolation des rekombinanten Proteins konnen Vektorsysteme oder Oligonukleotide verwendet werden, die 
die cDNA um bestimmte Nukleoudsequenzen verlangem und damit fur veranderte Polypeptide kodieren, die einer ein- 
facheren Reinigung dienen. Als solche "Tags" sind in der Literatur z. B. Hexa-Histidin- Anker bekannt oder Epitope, die 
65 als Andgene verschiedener Antikorper erkannt werden konnen (beschrieben zum Beispiel in Harlow, E. and Lane, D. 
(1988) Antibodies: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor (N.Y.) Press). 

Ausgehend von der Peptidsequenz konnen synthetische Peptide generiert werden, die als Antigene fiir die Produktion 
von AntikGrpem eingesetzt werden. Es ist auch mGglich, das Polypepdd oder Bruchstiicke davon zur Generierung von 
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Antikorpem einzusety^n. 

Die Herstellung von Antikorpem ist eine dem Fachmann gelaufige Tatigkeit. Mit Antikorpem sind sowohl polyklo- 
nale, monoklonale, humane oder humanisierte Antikdrper oder Fragmente davon, single chain Antikorper oder auch syn- 
thedsche Antikorper gemeint. 

Die vorliegende cDNA bietet auBerdem die Voraussetzung, die genomische Sequenz dieses neuen Serinproteasegens 5 
zu klonieren. Darunter fallt auch die dazugehorige regulatorische oder Promotorsequenz, die beispielsweise durch Se- 
quenzierung des 5' upstream Bereiches der vorliegenden cDNA zuganglich wird. Die Sequenzinformation der cDNA ist 
auch die Gmndlage fur die Herstellung von antisense Molekiilen oder Ribozymen. 

Eine weitere MOglichkeit des Einsatzes der Nukleotidsequenz oder Teilen davon ist die Erzeugung transgener Here. 
Transgene Lfberexpression oder genetischer Knockout der Sequenzinformation in geeigneten 'liermodellen kann wert- lO 
voile weitere Informationen uber die (Patho-)Physiologie der neuen Serinprotease. 

In Situationen, in denen ein Mangel an dem beschriebenen Rezeptor (Protein gcmaB Anspruch 1) hcrrscht, konnen 
mehrere Methoden zur Substituiemng eingesetzt werden. Zum einen kann das Protein, natiirlich oder rekombinant di- 
rekt, oder durch geeignete MaBnahmen in Form seiner kodierenden Nukleins'aure (DNA oder RNA) appliziert werden. 
Dazu konnen sowohl virale, als auch nichtvirale Vehikel zum Einsatz kommen. 15 

Ein weiterer Weg bietet sich durch die Stimulation des endogenen, korpereigenen Genes durch geeignete Mittel. Auch 
der turn-over oder die Inaktivierung z. B. durch Rezeptorkinasen konnen blockiert werden. SchlieBlich konnen Agoni- 
stcn dieses Rczcptors zum Einsatz gelangcn. 

In Situationen, in denen uberschussiger Rezeptor vorliegt, konnen verschiedene Inhibitoren eingesetzt werden. Diese 
Inhibition kann sowohl durch antisense Molekiile oder Ribozyme, oder Antikorper und Oligonukleotide, als auch durch 20 
niedermolekulare Verbindungen erreicht werden. Dariiberhinaus kann der Rezeptor auch durch Antagonisten blockiert 
werden. 

Weiterhin konnen die cDNA, die genomische DNA, der Promotor, als auch das Polypeptid, sowie Teilfragmente da- 
von in rekombinanter oder nichtrekombinanter Form zur Ausarbeitung eines Testsystems verwendet werden. Dieses 
Testsystem ist geeignet, die Aktivitat des Promotors oder des Proteins in Anwesenheit einer Testsubstanz zu messen. Be- 25 
vorzugt handelt es sich dabei um einfache MeBmethoden (colorimeLrischer, luminonietrischer, fluoriinetrischer, inunu- 
nologischer oder radioakdver Art,) die die schnellc McBbarkcit cincr Viclzahl von Testsubstanzen erlaubcn. Die be- 
schriebenen Testsysteme erlauben die Bindung oder Agonisiemng oder Antagonisierung von Testsubstanzen in Bezug 
zum neuen Rezeptor zu beschreiben. 

Die Bestimmung von Menge, Aktivitat und Verteilung des Rezeptors oder seiner zugrundeliegenden mRNA im 30 
menschlichen Korper kann zur Diagnose, Pradisposition und zum Monitoring bei bestimmten Erkrankungen dienen, 
Desgleichen kann die Sequenz der cDNA sowie der genomischen Sequenz zu Aussagen iiber genetische Ursachen und 
Pradispositionen bestimmter Erkrankungen herangezogen werden. Dazu konnen sowohl DNA/RNA-Proben, sowie un- 
naturliche DNAyRNA-Proben, als auch Antikorper verschiedenster Art benutzt werden. Dabei dient die beschriebene 
Nukleotidsequenz oder Tbile davon in Fonn geeigneter Proben zur Aufdeckung von Punktmutationen oder Deletionen/ 35 
Insertionen. 

Weiterhin kann das beschriebene Protein benutzt werden, um seine natiirlichen Liganden zu bestimmen und zu isolie- 
ren. So kann der Rezeptor rekombinant in Zellkultur exprimiert und sein Aktivierungszustand z. B, anhand des cAMP- 
Spiegels abgeleitet werden. Der cAMP-Spiegel laBt sich immunologisch oder mittels Reportertechnologie ermitteln. Da- 
mit ergibt sich auch ein diagnostisches Verfahren den Spiegel des RezeptorUganden in Korperflussigkeiten oder Gewe- 40 
ben zu bestimmen. 

Die erfindungsgemaBe Nukleinsauresequenz und das von ihr kodierte Protein konnen zur Entwicklung von Reagen- 
zien, Agonisten und Antagonisten zur Diagnose und Therapie von chronischen und akuten Erkrankungen des zentralen 
und peripheren Nervensystems, wie Alzheimer's, Depression, Demenz, Motilitatsstdrungen, Himtumore, Schmerz, Schi- 
zophrenic, Angstzuslande, Schlaganfall, Schlafstdmngen, Apnoen, Husten, Psychosen, Parkinson's, Epilepsie, ALS, 45 
Drogenabhangigkeit, Lahmungen, sowie zur Cerebroprotektion und bei Erkrankungen mit nervoser Komponente, wie 
Obesity, Anorexie, Buhmie eingesetzt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist Verfahren zum qualitativen und quantitativen Nachweis einer Nukleinsaure 
nach Anspmch 3 in einer biologischen Probe, das folgende Schritte umfaBt: 

50 

a) Inkubation einer biologischen Probe mit einer bekannten Menge an Nukleinsaure gemaB Anspruch 3 oder einer 
bekannten Menge an Oligonukleotiden, die als Primer fur eine Amplifikation der Nukleinsaure gemaB Anspruch 3 
geeignet sind, 

b) Nachweis der Nukleinsaure gemaB Anspruch 3 durch spezifische Hybridisiemng oder PCR- Amplifikation, 

c) Veigleich der Menge an hybridisierender Nukleinsaure gemaB Anspruch 3 oder an durch PCR Amplifikation ge- 55 
wonnencr Nukleinsaure gcmaB Anspmch 3 mit einem Standard. 

Weiterhin umfaBt die Erfindung ein Verfahren zum qualitativen und quantitativen Nachweis eines Proteins gemaB An- 
spruch 1 in einer biologischen Probe, das folgende Schritte umfaBt: 

60 

a) Inkubation einer biologischen Probe mit einem Antikorper, der spezifisch gegen das Protein gemaB Anspmch 1 
gerichtet ist, 

d) Nachweis des Antikorper/Antigenkomplexes, 

c) Vergleich der Mengen des Antikorper/Antigenkomplexes mil einem Standard. 

65 

Als Standard konnen biologische Proben wie Gewebestiicke, Semm oder Blut dienen, die von gesunden Probanden 
entnommen wurden. 
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Beispiel 1 

Klonierung der Rezeptor cDNA 

5 Bei der Sequenzanalyse von cDNA-Klonen einer cDNA-Bibliothek aus menschlichem Gehim wurde zunachst eine 
Teilsequenz identifiziert. Die Sequenz dieses Teilklones umfaBt den Bereich zwischen Nukleotidposition 352 und 2411 
inSEQIDNO:!. 

Aus einer cDNA-Bibliothek aus menschlichem Gehirn (Human Brain 5'Stretch Plus cDNA Library, # HL5018t, Fa. 
Clontech, Jahr 1997) wurde die Gesamtsequenz SEQ ID N0:1 mittels geschachtelter Polymerase Chain Reaktion ampli- 
10 fiziert. Dazu kamen folgende Oligonukleotidprimer zur Anwendung: 

PCRl : mit SEQ ID NO: 3 und SEQ ID NO: 4; 
PCR2: mit SEQ ID NO: 3 und SEQ ID NO: 5. 

15 Beispiel 2 

Expression des neuen Rezeptors in menschlichen Geweben 

Die Expression des neuen Rezeptors wurde in 50 verschiedenen menschlichen Geweben mittels RNA-Dotblot-Ana- 
20 lyse untersucht. Ein Blot der Firma Clontech (#7770-1) wurde dazu mit einer Rezeptor-Probe hybridisiert. Die Probe 
wurde durch in vitro Transkription der entsprechenden cDNA in Anwesenheit Digoxigenin-markierter Nukleotide her- 
gestellt. Nach stringentem Waschen wurde das Transkript hauptsachlich in Gehimgewebe nachgewiesen. 

25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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SEQUENCE LISTING 



(1) GENERAL INFORMATION: 

(i) APPLICANT: 

(A) NAME: BASF Aktiengesellschaf t 

(B) STREET: Carl-Bosch-Strasse 38 

(C) CITY: Ludwigshaf en 

(E) COUNTRY: Bundesrepublik Deutschland 

(F) POSTAL CODE (ZIP) : D-6700 

(G) TELEPHONE: 0621/6048526 

(H) TELEFAX: 0621/6043123 

(I) TELEX: 1762175170 

(ii) TITLE OF INVENTION: Neuer G- Protein gekoppelter Rezeptor 

aus menschlichem Gehirn 

(iii) NUMBER OF SEQUENCES: 5 

(iv) COMPUTER READABLE FORM: 

(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) OPERATING SYSTEM: PC~DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.25 (EPO) 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 2411 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: cDNA to inRNA 

(iii) HYPOTHETICAL: NO 

(iii) ANTI-SENSE: NO 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANISM: Homo sapiens 
(F) TISSUE TYPE: Brain 

(ix) FEATURE: 

(A) NAME/KEY: 5'UTR 

(B) LOCATION: 1 . . 19 

(ix) FEATURE: 

(A) NAME/KEY: CDS 

(B) LOCATION: 20.. 1462 
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(ix) FEATURE: 

(A) NAME/KEY: 3'UTR 
^ (B) LOCATION: 1463.. 2411 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 1: 

GTCTCCTGCT CATCCAGCC ATG CGG TGG CTG TGG CCC CTG GCT GTC TCT CTT 52 
10 Met Arg Trp Leu Trp Pro Leu Ala Val Ser Leu 

15 10 



15 



20 



25 



40 



45 



50 



55 



GCT GTG ATT TTG GCT GTG GGG CTA AGC AGG GTC TCT GGG GGT GCC CCC 100 
Ala Val He Leu Ala Val Gly Leu Ser Arg Val Ser Gly Gly Ala Pro 
15 20 25 

CTG CAC CTG GGC AGG CAC AGA GCC GAG ACC CAG GAG CAG CAG AGC CGA 148 
Leu His Leu Gly Arg His Arg Ala Glu Thr Gin Glu Gin Gin Ser Arg 

30 35 40 

TCC AAG AGG GGC ACC GAG GAT GAG GAG GCC AAG GGC GTG CAG CAG TAT 196 
Ser Lys Arg Gly Thr Glu Asp Glu Glu Ala Lys Gly Val Gin Gin Tyr 
45 50 55 



GTG CCT GAG GAG TGG GCG GAG TAC CCC CGG CCC ATT CAC CCT GCT GGC 244 
Val Pro Glu Glu Trp Ala Glu Tyr Pro Arg Pro He His Pro Ala Gly 
30 60 65 70 75 

CTG CAG CCA ACC AAG CCC TTG GTG GCC ACC AGC CCT AAC CCC GAC AAG 292 
Leu Gin Pro Thr Lys Pro Leu Val Ala Thr Ser Pro Asn Pro Asp Lys 
35 80 85 90 

GAT GGG GGC ACC CCA GAC AGT GGG CAG GAA CTG AGG GGC AAT CTG ACA 340 
Asp Gly Gly Thr Pro Asp Ser Gly Gin Glu Leu Arg Gly Asn Leu Thr 
95 100 105 

GGG GCA CCA GGG CAG AGG CTA CAG ATC CAG AAC CCC CTG TAT CCG GTG 388 
Gly Ala Pro Gly Gin Arg Leu Gin He Gin Asn Pro Leu Tyr Pro Val 
110 115 120 

ACC GAG AGC TCC TAC AGT GCC TAT GCC ATC ATG CTT CTG GCG CTG GTG 436 
Thr Glu Ser Ser Tyr Ser Ala Tyr Ala He Met Leu Leu Ala Leu Val 
125 130 135 

GTG TTT GCG GTG GGC ATT GTG GGC AAC CTG TCG GTC ATG TGC ATC GTG 484 
Val Phe Ala Val Gly He Val Gly Asn Leu Ser Val Met Cys He Val 
140 145 150 155 

TGG CAC AGC TAC TAC CTG AAG AGC GCC TGG AAC TCC ATC CTT GCC AGC 532 
Trp His Ser Tyr Tyr Leu Lys Ser Ala Trp Asn Ser He Leu Ala Ser 
160 165 170 

60 CTG GCC CTC TGG GAT TTT CTG GTC CTC TTT TTC TGC CTC CCT ATT GTC 580 

Leu Ala Leu Trp Asp Phe Leu Val Leu Phe Phe Cys Leu Pro He Val 
175 180 185 

65 
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ATC TTC AAC GAG ATC ACC AAG CAG AGG CTA CTG GGT GAG GTT TCT TGT 628 
lie Phe Asn Glu lie Thr Lys Gin Arg Leu Leu Gly Asp Val Ser Cys 
190 195 200 

5 

CGT GCC GTG CCC TTC ATG GAG GTC TCC TCT CTG GGA GTC ACG ACT TTC 676 
Arg Ala Val Pro Phe Met Glu Val Ser Ser Leu Gly Val Thr Thr Phe 
205 210 215 

10 

AGC CTC TGT GCC CTG GGC ATT GAC CGC TTC CAC GTG GCC ACC AGC ACC 724 
Ser Leu Cys Ala Leu Gly He Asp Arg Phe His Val Ala Thr Ser Thr 
220 225 230 235 

15 

CTG CCC AAG GTG AGG CCC ATC GAG CGG TGC CAA TCC ATC CTG GCC AAG 772 
Leu Pro Lys Val Arg Pro He Glu Arg Cys Gin Ser He Leu Ala Lys 
240 245 250 

TTG GCT GTC ATC TGG GTG GGC TCC ATG ACG CTG GCT GTG CCT GAG CTC 820 
Leu Ala Val He Trp Val Gly Ser Met Thr Leu Ala Val Pro Glu Leu 
255 260 265 

CTG CTG TGG CAG CTG GCA CAG GAG CCT GCC CCC ACC ATG GGC ACC CTG 868 ^ 

Leu Leu Trp Gin Leu Ala Gin Glu Pro Ala Pro Thr Met Gly Thr Leu 

270 275 280 

GAC TCA TGC ATC ATG AAA CCC TCA GCC AGC CTG CCC GAG TCC CTG TAT 916 30 

Asp Ser Cys He Met Lys Pro Ser Ala Ser Leu Pro Glu Ser Leu Tyr 
285 290 295 

TCA CTG GTG ATG ACC TAC CAG AAC GCC CGC ATG TGG TGG TAC TTT GGC 964 35 

Ser Leu Val Met Thr Tyr Gin Asn Ala Arg Met Trp Trp Tyr Phe Gly 
300 305 310 315 

TGC TAC TTC TGC CTG CCC ATC CTC TTC ACA GTC ACC TGC CAG CTG GTG 1012 

40 

Cys Tyr Phe Cys Leu Pro He Leu Phe Thr Val Thr Cys Gin Leu Val 
320 325 330 

ACA TGG CGG GTG CGA GGC CCT CCA GGG AGG AAG TCA GAG TGC AGG GCC 1060 
Thr Trp Arg Val Arg Gly Pro Pro Gly Arg Lys Ser Glu Cys Arg Ala 
335 340 345 

AGC AAG CAC GAG CAG TGT GAG AGC CAG CTC AAC AGC ACC GTG GTG GGC 1108 
Ser Lys His Glu Gin Cys Glu Ser Gin Leu Asn Ser Thr Val Val Gly 50 
350 355 360 

CTG ACC GTG GTC TAC GCC TTC TGC ACC CTC CCA GAG AAC GTC TGC AAC 1156 
Leu Thr Val Val Tyr Ala Phe Cys Thr Leu Pro Glu Asn Val Cys Asn 
365 370 375 

ATC GTG GTG GCC TAC CTC TCC ACC GAG CTG ACC CGC CAG ACC CTG GAC 1204 
He Val Val Ala Tyr Leu Ser Thr Glu Leu Thr Arg Gin Thr Leu Asp 
380 385 390 395 



55 



60 



65 
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CTC CTG GGC CTC ATC AAC CAG TTC TCC ACC TTC TTC AAG GGC GCC ATC 1252 
Leu Leu Gly Leu He Asn Gin Phe Ser Thr Phe Phe Lys Gly Ala He 
400 405 410 

5 

ACC CCA GTG CTG CTC CTT TGC ATC TGC AGG CCG CTG GGC CAG GCC TTC 1300 
Thr Pro Val Leu Leu Leu Cys He Cys Arg Pro Leu Gly Gin Ala Phe 
415 420 425 

10 

CTG GAC TGC TGC TGC TGC TGC TGC TGT GAG GAG TGC GGC GGG GCT TCG 1348 
Leu Asp Cys Cys Cys Cys Cys Cys Cys Glu Glu Cys Gly Gly Ala Ser 
430 435 440 

15 

GAG GCC TCT GCT GCC AAT GGG TCG GAC AAC AAG CTC AAG ACC GAG GTG 1396 
Glu Ala Ser Ala Ala Asn Gly Ser Asp Asn Lys Leu Lys Thr Glu Val 
445 450 455 

20 

TCC TCT TCC ATC TAC TTC CAC AAG CCC AGG GAG TCA.CCC CCA CTC CTG 1444 
Ser Ser Ser He Tyr Phe His Lys Pro Arg Glu Ser Pro Pro Leu Leu 
460 465 470 475 

CCC CTG GGC ACA CCT TGC TGAGGCCCCA GTAGGGGTGG GGAGGGAGGG 1492 
Pro Leu Gly Thr Pro Cys 
480 

30 AGAGGCCGCC ACCCCCGCCG GTGTCTGCTG TTCTTTCCCC ATAGGTCTTG CTTTGTTGCC 1552 

TGTCTTGCTG TCTAGGGATG GACTTGGTTC CTCTTGTCAA GGTTTGGGAA TGTCAAAGCC 1612 

CCCTCCCCAC ACAGGGCCTT TCCTGTCCCT TGTGGGGCCT TCCAACCCTG TCCTTTCCAC 1672 

35 

TGGTGGGCGG TGATGCTTCT AGGTCCTTAG AACTGCCCAG AAACTCTGAG TCCCAGCAGC 1732 

TGGGAGCCAG AACTTTGCCT GCCCTCCCTT GGTTCCAGTC TCTCTTCTCT CTCTCTGCCT 1792 

40 

TGGAACCTGA CCATACTTTA GTTGTGCCCT TCCCAGGCAT CATCCTCCTA CCACCAACCT 1852 

GGGGCCCCAT CTTGGAATGG GGGCTCCTTG GGGCCAGCCC AGTGTGGCTC ACCACACTCT 1912 

45 TCTTTTTTTT tTTTTTTTTT GAGATGGAGT CTTGCTCTGT TGCCCAGGCT GGAGTACATT 1972 

TGCCTGATGT CAGCTCCCTG CAACCTCCGC CTCCTGGGTT CAAGCGATTC TCCTGCCTCA 2032 

GCCTCCTGAG TAGCTGGGAT TACAGGTGTG CACCAACACA CCCGGCTAAT TTTTGTATTT 2092 

50 

GTAGAAGAGG CGGGGTTTCA CCATGTTGGC CAGGCTGGTG TTGAACTCCT GACCTCAAGT 2152 

GATCTGCCTG CCTT6GCCTC CCAAAGTGCT GGGATTACAG GTGTGAGCTG CCACGCCCAG 2212 

55 

CCCCAGTACA CTCTTCTCTG GACCAGATCT GTCCCAGTCC TGGATGCCTC CTCCTACTGG 2272 

TGCCTTCTTT TCTTCCAGAG GATTTCTCTC TCCTTCCTCC TCCTTTCTTT GGGATCCCTG 2332 

60 GGTTGCCCTG TCCCAACCTC CTTGTTAGGT GCTTTCCCAT AGGAGGCCCT TCTTGAGAAA 2392 

CAATAAACTA GGTAGAACT 2411 

65 
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Glu Asp Glu Glu Ala Lys Gly Val Gin Gin Tyr Val Pro Glu Glu Trp 
50 55 60 

Ala Glu Tyr Pro Arg Pro lie His Pro Ala Gly Leu Gin Pro Thr Lys 
65 70 75 80 

Pro Leu Val Ala Thr Ser Pro Asn Pro Asp Lys Asp Gly Gly Thr Pro 
85 90 ' 95 

Asp Ser Gly Gin Glu Leu Arg Gly Asn Leu Thr Gly Ala Pro Gly Gin 
100 105 110 

Arg Leu Gin lie Gin Asn Pro Leu Tyr Pro Val Thr Glu Ser Ser Tyr 
115 120 125 

Ser Ala Tyr Ala He Met Leu Leu Ala Leu Val Val Phe Ala Val Gly 
130 135 140 

He Val Gly Asn Leu Ser Val Met Cys He Val Trp His Ser Tyr Tyr 
145 150 155 160 

Leu Lys Ser Ala Trp Asn Ser lie Leu Ala Ser Leu Ala Leu Trp Asp 
165 170 175 

Phe Leu Val Leu Phe Phe Cys Leu Pro He Val He Phe Asn Glu He 
180 185 190 

Thr Lys Gin Arg Leu Leu Gly Asp Val Ser Cys Arg Ala Val Pro Phe 
195 200 205 

Met Glu Val Ser Ser Leu Gly Val Thr Thr Phe Ser Leu Cys Ala Leu 
210 215 220 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 481 amino acids 

(B) TYPE: amino acid 
(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: protein 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 2: 

Met Arg Trp Leu Trp Pro Leu Ala Val Ser Leu Ala Val He Leu Ala 15 
1 5 .10 15 

Val Gly Leu Ser Arg Val Ser Gly Gly Ala Pro Leu His Leu Gly Arg 

20 25 30 20 

His Arg Ala Glu Thr Gin Glu Gin Gin Ser Arg Ser Lys. Arg Gly Thr 
35 40 45 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 
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Gly He Asp Arg Phe His Val Ala Thr Ser Thr Leu Pro Lys Val Arg 
225 230 235 240 

Pro He Glu Arg Cys Gin Ser He Leu Ala Lys Leu Ala Val He Trp 
245 250 255 

Val Gly Ser Met Thr Leu Ala Val Pro Glu Leu Leu Leu Trp Gin Leu 
260 265 270 

Ala Gin Glu Pro Ala Pro Thr Met Gly Thr Leu Asp Ser Cys He Met 
275 280 285 

Lys Pro Ser Ala Ser Leu Pro Glu Ser Leu Tyr Ser Leu Val Met Thr 
290 295 300 

Tyr Gin Asn Ala Arg Met Trp Trp Tyr Phe Gly Cys Tyr Phe Cys Leu 
305 310 315 320 

Pro He Leu Phe Thr Val Thr Cys Gin Leu Val Thr Trp Arg Val Arg 
325 330 335 

Gly Pro Pro Gly Arg Lys Ser Glu Cys Arg Ala Ser Lys His Glu Gin 
340 345 350 

Cys Glu Ser Gin Leu Asn Ser Thr Val Val Gly Leu Thr Val Val Tyr 
355 360 365 

Ala Phe Cys Thr Leu Pro Glu Asn Val Cys Asn He Val Val Ala Tyr 
370 375 380 

Leu Ser Thr Glu Leu Thr Arg Gin Thr Leu Asp Leu Leu Gly Leu He 
385 390 395 400 

Asn Gin Phe Ser Thr Phe Phe Lys Gly Ala He Thr Pro Val Leu Leu 
405 410 415 

Leu Cys He Cys Arg Pro Leu Gly Gin Ala Phe Leu Asp Cys Cys Cys 
420 425 430 

Cys Cys Cys Cys Glu Glu Cys Gly Gly Ala Ser Glu Ala Ser Ala Ala 
435 440 445 

Asn Gly Ser Asp Asn Lys Leu Lys Thr Glu Val Ser Ser Ser He Tyr 
450 455 460 

Phe His Lys Pro Arg Glu Ser Pro Pro Leu Leu Pro Leu Gly Thr Pro 
465 470 475 480 

Cys 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 3: 
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(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 26 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic) 
(iii) HYPOTHETICAL: NO 
(iii) ANTI-SENSE: NO 
(Xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 3: 
CTCGGGAAGC GCGCCATTGT GTTGGT 26 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 4: 20 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 26 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 



(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic) 
(iii) HYPOTHETICAL: NO 
{iii) ANTI-SENSE: NO 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 5: 
TGAAGGGCAC GGCACGACAA GAAACG 26 

Patentanspriiche 
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35 



(ii) MOLECULE TYPE: DNA (genomic) 
(iii) HYPOTHETICAL: NO 
(iii) ANTI- SENSE: NO 
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 4: 
GAGCCCACCC AGATGACAGC CAACTT 26 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 5: 40 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 26 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 



45 



50 



55 



60 



1. Isoliertes Protein, enthaltend die in SEQ ID N0:2 dai^estellte Aminosauresequenz oder eine daraus durch Sub- 
stitution, Insertion oder Deletion von eineni oder niehreren Aniinosaurereslen erhaltliche Sequenz, wobei wenig- 
stens noch eine der wesentlichen biologischen Eigenschaften des in SEQ ID N0:2 dargestellten Proteins erhalten 65 
bleibt. 

2. Protein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es sich um ein humanes Protein handelt. 

3. Nukleinsauresequenz codierend fUr ein Protein nach Anspruch 1. 
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4. Nukleinsaurcsequenz nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB sie fur ein Protein codicrt, das wenigstens 
60% Identitat mit der in SEQ ID N0:2 dargestelllen Sequenz hat. 

5. Nukleinsaurcsequenz nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafi sie die in SEQ ED N0:1 daigestellte Se- 
quenz enthalt. 

6. Rekombinantes Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend eine Nukleinsauresequenz gemaB Anspruch 3 funktionell 
verknupft rait mindestens einem genetischen Regulationselement. 

7. Wirtsorganismus, transformiert mit einer Nukleinsauresequenz nach Anspruch 3. 

8. Wirtsorganismus, transformiert mit einem rekombinanten Nukleinsaurekonstrukt nach Anspruch 6. 

9. Verwendung eines Proteins nach Anspruch 1 als Antigen zur Erzeugung von spezifischen AntikStpem. 

10. Antikorper, die spezifisch das Protein nach Anspruch 1 erkennen. 

1 1 . Verwendung einer Nukleinsauresequenz zur Gentherapie. 

12. Verwendung einer zu der Sequenz gemaB Anspruch 3 komplcmcntarcn Nukleinsaurcsequenz zur Gentherapie. 

13. Verfahren zur Identilizierung von Antagonisten und Agonisten fur das Protein gemaB Anspruch 1 indem man 
Zellen, die das Protein gemaB Anspruch 1 auf der ZeUoberflache tragen mit einer Vielzahl zu untersuchender Sub- 
stanzen (Testsubstanzen) zusammenbringt, und anschlieBend die biologische Aktivitat des Rezeptors in An- und 
Abwesenheit der Testsubstanz vergleicht. 

14. Verfahren zum Testen von Substanzen hinsichtlich ihrer Eigenschaft als Ligand fiir das Protein gemaB An- 
spruch 1 zu fungicrcn, das folgcndc Schritte umfaBt: 

a) Expression des Proteins nach Anspruch 1 in eukaryontischen Zellen, 

b) Inkubation dieser Zellen mit Proteinextrakten, bevorzugt aus Gehimgewebe stammend, 

c) Ermittlung der Bindung der zu untersuchenden Substanz an das Protein gemaB Anspruch 1 und und der Ak- 
tivierung durch Messung der cAMP Konzentration oder des Calciumfiusses in der Zelle. 

15. Verfahren zum qualitativen und quantitativen Nachweis einer Nukleinsaure nach Anspruch 3 in einer biologi- 
schen Probe, das folgende Schritte umfaBt: 

a) Inkubation einer biologischen Probe mit einer bekannten Menge an Nukleinsaure gemaB Anspruch 3 oder 
einer bekannten Menge an Oligonukleotiden, die als Primer fiir eine Amplifikation der Nukleinsaure gemaB 
Anspruch 3 geeignet sind, 

b) Nachweis der Nukleinsaure gemaB Anspruch 3 durch spezifische Hybridisierung oder PCR-Amplifikation, 

c) Vergleich der Menge an hybridisierender Nukleinsaure gemaB Anspruch 3 oder an durch PGR Amplifika- 
tion gewonnener Nukleinsaure gemaB Anspruch 3 mit einem Standard. 

16. Verfahren zum qualitativen und quantitativen Nachweis eines Proteins gemaB Anspruch 1 in einer biologischen 
Probe, das folgende Schritte umfaBt: 

a) Inkubation einer biologischen Probe mit einem Antikorper, der spezifisch gegen das Protein gemaB An- 
spruch 1 gerichtet ist, 

b) Nachweis des Antikoiper/Anligenkomplexes, 

c) Vergleich der Mengen des Antikorper/Antigenkomplexes mit einem Standard. 
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